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Proline pr&entant une activity de type cytokine, ADN recombinant, vecteur 
d'expression et hdtes permettant son obtention. 

La presente invention a pour objet une nouvelle prot&ne presentant une 
activite de type cytokine, les outils de genie gendtique pour la produire, a savoir 
5 un ADN recombinant, un vecteur d'expression portant cet ADN recombinant, 
les microorganismes procaryotes et les cellules eucaryotes contenant cet ADN 
recombinant ainsi qu'un mddicament, utile notamment comme anticanccreux ou 
immunomodulateur, contenant a titre de principe actif cette proteine. 

II est bien connu que le systeme immunitaire comprend des elements 

10 cellulaires et des substances solubles s£cretees par ces derniers, appelees 
cytokines. Celles-ci sont des proteines qui assurent la communication entre une 
cellule 6mettrice et une cellule cible appartenant, soit au systeme immunitaire, 
soit a un autre systeme biologique de l'organisme. Les cytokines ont en general 
une activite biologique dite pleiotropique : elles peuvent avoir de multiples 

15 actions sur la cellule cible : proliferation, differentiation, cytolyse, activation, 
chimiotactisme, etc... Plusieurs de ces molecules ont deja trouve des 
applications en therapeutique : par exemple, Tinterlcukine-2 ou Tinterferon-a 
utilisees pour Ie traitement de certaines tumcurs par immunotherapie et les 
factcurs myflopoietiques tels que le GCSF (Granulocyte Colony Stimulating 

20 Factor) ou le GMCSF (Granulocyte Monocyte Colony Stimulating Factor) qui 
stimulent la croissance et la diffdrenciation des cellules sanguines ct permcttent 
ainsi renrichissement en ces dernieres du sang appauvri en celles-ci suite a une 
chimiotherapie. 

Une des premieres cytokines decouvertes est I'interleukine-l, a laquelle 
25 on a d'abord attribud une activite centrale dans l'inflammation : le 
chimiotactisme des neutrophils, suite a des experiences montrant une activite 
de ce type in vivo apres injection (J. Oppenheim et al, 1986, Imm. Today, 7, 
45-56). On sait aujourd ! hui que Tinterleukine-1 stimule in vivo Texprcssion 
d'une autre cytokine chimiotactique vis-a-vis de neutrophiles, Tinterleukine-8 
30 (initialement appelee Neutrophil Chemotactic Factor NCF). Cette cytokine, 
dont la sequence d'acides amines a ete determinee en 1987 apres isolement et 
purification ainsi que par clonage et scquengage de son ADN complementaire 
(K. Matsushima et al. 1988. J. Exp. Med., 1883-1893), est homologue a 
d'autres cytokines deja connues a la date de sa decouverte : les cytokines 
35 produites par les granules a des plaquettes telles que le PF4 (Platelet Factor 4) 
et le PBP (Platelet Basic Protein). La famille des proteines connues homologues 
a l'interleukine-8, appelee habituellement famille SIS (pour Small Induced 
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Secreted proteins), s'est considcrablement agrandie depuis 1987 [J. Oppenheim 
et al., 1991, Ann. Rev. Immun., 9, 617]. Elle compte aujourd f hui notamment : 
gro (ggalement appelee MGSA : Melanoma Growth Stimulatory Activity) 
decrite par A Anisowicz et al, 1987, Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 84, 7188-7192 
5 et A. Richmond et al, 1988, EMBO J., 7, 2025-2033, RANTES (Regulated 
upon Activation Normal T Expressed and presumably Secreted) d&rite par T. 
Schall et al, 1988, J. Imm., 141, 1018-1025, MIP-1 (Macrophage 
Inflammatory Protein 1) decrite par S.D. Wolpe et al, 1988, J. Exp. Med., 167, 
570-581, MIP2 (Macrophage Inflammatory Protein 2) decrite par S.D. Wolpe 
10 et al, 1989, Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 86, 612-616 et MCP-1 (Monocyte 
Chemoattractant Protein 1 egalcment appelee MCAF : Monocyte chemotactic 
and Activating Factor) decrite par Yoshimura et al, 1989, Proc. NtL Acad. Sci. 
USA, 84, 9233-9237 et K. Matsushima ct al, 1989, J. Expr. Med., 169, 1485- 
1489. 

15 La cytokine MCP-1, isolee d*une lignee de gliome par T. Yoshimura, 

reference ci-dessus, ainsi que d'une lignee monocytaire par K. Matsushima et 
al, reference ci-dessus, existe sous deux formes de masses moleculaires 
apparentes 13 et 15 kDa, appelees MCP-la et MCP-10 qui semblent 
correspondre a des modifications post-traductionnclles [Y. Jiang et al., 1990, J. 

20 Biol. Chem., 265, 1318-321]. La cytokine MCP-1 a une activite 
chimiotactique pour les monocytes et les basophiles mais pas pour les 
neutrophiles (EJ. Leonard, 1990, Immunology Today, 11, 3, 97-101) et un 
effet stimulateur de l'activite cytostatique des monocytes sur certaines Iignees 
tumorales (K. Matsushima et al, 1989, J. Exp. Med., 169, 1485-1490). 

25 Les 6tudes de structures tridimensionnelles par spectroscopic de 

resonnance magnetique nucleaire ou diffraction des rayons X de 
Hnterleukine-8 et de PF4 ont montre que ces deux cytokines ont la meme 
conformation, aveC un peptide carboxyterminal de 12 a 15 acides amines en 
forme d'h£lice a (R. St Charles et al, 1988, J. BioL Chem., 264, 4, 2092-2099 

30 et G.M. Qore, 1990, Biochem., 29> 1689-1696). Selon G.M. Clore, la plupart 
des cytokines de la famille SIS ont une telle partie carboxy terminale en forme 
d'helice a, le role de cette helice restant a determiner [C. Herbert et al., 1991, J. 
Biol. Chem., 266, 18989-994]. 

On a montre recemment que le peptide carboxy-terminal de 13 acides 

35 amines peut presenter l'activite antiangiogenique (inhibition de la proliferation 
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des vaisseaux sanguins) de la cytokine PF4 (T. Maione ct aL, 1990, Science, 
247, 77-79). Selon D.G. Osterman, 1982, Biochem. Biophys. Res. Commun., 
107, 130-135, ce peptide a une activite chimiotactique vis-a-vis des 
monocytes trente fois supericure k celle de PF4. 
5 La presente invention concerne unc nouvelle proteine prdsentant une 

activite de type cytokine, caracterisee en ce qu'clle comprend la sequence (al) 
suivante : 

Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Thr Pro Lys Leu 
1 5 10 

10 et immcdiatcmcnt en amont dc la sequence (al), unc partie de la sequence (a2) 
suivante : 

Gin Pro Val Gly He Asn Thr Ser Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe He 

1 5 10 15 

Asn Lys Lys lie Pro Lys Gin Arg Leu Glu Scr Tyr Arg Arg Thr Thr 
15 20 25 30 

Scr Scr His Cys Pro Arg Glu Ala Val lie Phc Lys Thr Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu lie Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
50 55 60 

20 ou unc sequence different dc laditc sequence (a2) par un ou plusicurs acides 
amines ct conferant a la proteine la mcmc activite, ou cn ce qu'cllc comprend la 
sequence (a2) 

Gin Pro Val Gly lie Asn Thr Scr Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phc lie 
1 5 10 15 

25 Asn Lys Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Scr Tyr Arg Arg Thr Thr 

20 25 30 

Scr Scr His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phc Lys Thr Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu lie Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
30 50 55 60 

et immcdiatcmcnt cn aval dc (a2) la sequence (al) 

Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Thr Pro Lys Leu 
15 10 
ou une sequence different dc la sequence (al) par un ou plusieurs acides amines 
35 et conferant a la proteine la mcmc activite. 
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La partie de la sequence (a2) imm&iiatement en amont de la sequence 
(al), peut etre choisie parmi Ies sequences suivantes : 
Gin Lys Tip Val Gin Asp Phe et Gin Asp Phe 
15 

5 De preference la partie de la sequence (a2) imm&Iiatement en amont de 

la sequence (al), est choisie parmi la sequence (a2) et les sequences (a3) et (a4) 
ci-apres : 

(a3) Val Gly lie Asn Thr Ser Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe lie Asn Lys 
1 5 10 15 

10 Lys lie Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr Ser Ser 

20 25 30 

His Cys Pro Arg Glu Ala Val lie Phe Lys Thr Lys Leu Asp Lys Glu 

35 40 45 

lie Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
15 50 55 60 

et 

(a4) Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr Ser Ser 
15 10 15 

His Cys Pro Arg Glu Ala Val lie Phe Lys Thr Lys Leu Asp Lys Glu 
20 20 25 30 

lie Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
35 40 45 

ou parmi les sequences qui different de un ou plusieurs acides amines de la 
sequence (a2), (a3) ou (a4), et confident a la proteine la meme activite. 
25 La sequence (a2) est particulierement appreciee, la proline comportant 

alors eventuellemcnt un blocage aminoterminal. La sequence de la proteine et 
le blocage aminoterminal correspondent probablement a ceux de la proteine 
exporte de cellules mononucleates du sang periph&ique dans des conditions 
stimulant Fexpression de cytokines. Cette proteine presente, en ce qui conceme 
30 sa sequence d ! acides amines, une certaine ressemblance avec celle de la 
cytokine MCP-1, et, comme cette derniere elle possede une activite de type 
cytokine. Elle constitue im nouveau membre de la famille SIS. 

Cette proteine est de preference sous une forme qui presente une masse 
moleculaire apparente, detenninee par electrophorese sur gel de polyacrylamide 
35 en presence de SDS de 9 + 2, 11 + 2, ou 16 + 2kDa. Cette proteine est 
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avantageusement N-glycosylee cn particulicr lorsqu'elle est sous une forme de 
masse moleculaire apparente 16 + 2 kDa. Cettc proteine est avantageusement 
O-glycosylee en particulier lorsqu'elle est sous une forme de masse moldculaire 
apparente dc 11 + 2 kDa. 
5 w Cette proteine a de preference un degre de purete, determine par 
electrophorcse sur gel de polyacrylamidc en prdscncc de SDS et revelation au 
nitrate d'argcnt, supcricur a 90 %, et en particulicr supcricur a 95 %. 

L'invcntion a aussi pour objct un ADN recombinant caracterise en ce 
qu ! il code pour la proteine preccdcntc, laqucllc pcut ctrc alors obtcnuc a partir 
10 du lysat ccllulairc ou, avantageusement, pour un prccurscur de la proteine 
prcccdcnte. Ce prccurscur comprend dc preference une sequence signal 

Cette sequence signal, choisic cn fonction dc la cellule hotc, a pour 
fonction dc pcrmcttrc l'cxportation dc la proteine recombinant cn dehors du 
cytoplasme, ce qui pcrmct a la proteine rccombinantc dc prendre une 
15 conformation prochc dc ccllc de la proteine naturcllc ct facilitc 
considcrablcmcnt sa purification. Cette sequence signal pcut ctrc clivee, soit cn 
une seule dtape par une signal-pcptidasc que libcrc la proteine mature, soit cn 
plusicurs etapes lorsquc cette sdquence signal comprend cn plus dc la sequence 
climincc par la signal-pcptidase, appclec peptide signal ou sequence pre, une 
20 sequence climincc plus tardivement au cours dc un ou plusicurs cvcncmcnts 
protcolytiqucs, appclec sequence pro. 

Pour unc expression dans les microorganismcs procaryotes, tels que par 
exemple Escherichia coli. cette sequence signal pcut ctre, soit une sequence 
dcrivee d'un prccurscur naturcl d ! unc proteine cxportcc par un microorganisme 
25 procaryotc (par exemple lc peptide signal OMPa (Graycb et al, 1984, EMBO 
Journal, 3, 2437-2442) ou eclui dc la phosphatase alcaline (Michaelis et al, 
J. Bact. 1983, 154, 366-374), soit unc sequence non endogene provenant d f un 
prccurscur eucaryotc (par exemple lc peptide signal dc Tun des precurseurs 
naturcls dc Fhormone de croissancc humaine), soit un peptide signal 
30 synthctique (par exemple eclui decrit dans la demande de brevet frangais 
n* 2 636 643, de sequence : 

Met Ala Pro Ser Gly Lys Ser Thr Leu Leu Leu Leu Phe Leu Leu Leu 

1 5 10 15 

Cys Leu Pro Ser Trp Asn Ala Gly Ala). 
35 20 25 
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Pour une expression dans les cellules eucaryotes telles que les 
ascomycetes, par exemple la levure Saccharomvces cerevisiae ou le 
champignon filamenteux Crvphonectria parasitica, cette sequence signal est de 
prdfdrence une sequence derivee d'un prccurseur nature! d'une proteine secretee 
5 par ces cellules, par exemple pour la levure le pr&urseur de Finvertase 
(demande de brevet EP-0123289) ou le pr&ueseur de la sequence prepro de la 
pheromone alpha, (demande de brevet DK 2484/84), ou pour Crvphonectria 
parasitica, celui de la sequence prepro de l'endothiapepsine, de sequence : 
Met Ser Ser Pro Leu Lys Asn Ala Leu Val Thr Ala Met Leu Ala Gly 
10 1 5 10 15 

Gly Ala Leu Ser Ser Pro Thr Lys Gin His Val Gly He Pro Val Asn 

20 25 30 

Ala Ser Pro Glu Val Gly Pro Gly Lys Tyr Ser Phe Lys Gin Val Arg 
35 40 45 

15 Asn Pro Asn Tyr Lys Phe Asn Gly Pro Leu Ser Val Lys Lys Thr Tyr 

50 55 60 

Leu Lys Tyr Gly Val Pro lie Pro Ala Tip Leu Glu Asp Ala Val Gin 
65 70 75 80 

Asn Scr Thr Scr Gly Leu Ala Glu Arg 
20 85 

Pour une expression dans les cellules animales, on utilise comme 
sequence signal, soit une sequence signal d'une proteine de cellule animale 
connue pour etre exportee -par exemple le peptide signal de Tun des 
prccurseurs naturels de Thormone de croissance humaine, deja connu pour 
25 permettre la secretion de l ! intcrleukine-2 (cf. la demande de brevet frangais 
n* 2 619 711)-, soit Tune des trois sequences signal explicitees ci-dessous. 

(bl) Met Lys Ala Ser Ala Ala Leu Leu Cys Leu Leu Leu Thr Ala Ala Ala 
1 5 10 15 

30 Phe Ser Pro Gin Gly Leu Ala 

20 

(b2) Met Pro Ser Pro Ser Asn Met Lys Ala Ser Ala Ala Leu Leu Cys Leu 
1 5 10 15 

Leu Leu Thr Ala Ala Ala Phe Ser Pro Gin Gly Leu Ala 
35 20 25 
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et 



(b3) Met Trp Lys Pro Met Pro Scr Pro Scr Asn Met Lys Ala Ser Ala Ala 
15 10 15 

Leu Leu Cys Leu Leu Leu Thr Ala Ala Ala Phe Ser Pro Gin Gly Leu 

20 25 30 

Ala 



avantageusemcnt coddes par les sequences (Nbl), (Nb2) et (Nb3) suivantes : 

10 

(Nbl) ATGAAAGCCT CTGCAGCACT TCTGTGTCTG CTGCTCACAG 
CAGCTGCTTT CAGCCCCCAG GGGCTTGCT 

(Nb2) ATGCCCTCAC CCTCCAACAT GAAAGCCTCT GCAGCACTTC 
1 5 TGTGTCTGCT GCTCACAGCA GCTGCTTTCA GCCCCCAGGG 

GCTTGCT 



ct 



20 (Nb3) ATGTGGAAGC CCATGCCCTC ACCCTCCAAC ATGAAAGCCT 

CTGCAGCACT TCTGTGTCTG CTGCTCACAG CAGCTGCTTT 
CAGCCCCCAG GGGCTTGCT 



La sequence nucldotidiquc codant pour la protcine mature est par 
25 excmple la sequence (Na2) suivantc : 



CAGCCAGTTG GGATTAATAC TTCAACTACC TGCTG CTACA 
GATTTATCAA TAAGAAAATC CCTAAGCAGA GGCTGGAGAG 
CTACAGAAGG ACCACCAGTA GCCACTGTCC CCGGGAAGCT 
30 GTAATCTTCA AGACCAAACT G G ACAAG GAG ATCTGTGCTG 

ACCCCACACA GAAGTGGGTC CAGGACTTTA TGAAGCACCT 
. GGACAAGAAA ACCCAAACTC CAAAGCTT 
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Lftivention conceme ggalement un vecteur d'expression qui porte, avec 
les moyens necessaires a son expression, l'ADN recombinant defini 
precedemment 

Pour une expression dans les micro-organismes procaryotes, en 
5 particulier dans Escherichia coli. l'ADN recombinant doit etre insere dans un 
vecteur d'expression comportant notamment un promoteur efficace, suivi d'un 
site de fixation des ribosomes en amont du gene a exprimer, ainsi qu*une 
sequence d'arrct de transcription efficace en aval du gene a exprimer. Ce 
vecteur doit egalement comporter une origine de replication et un marqueur de 
10 selection. Toutes ces sequences doivent etre choisies en fonction de la cellule 
hote. 

Pour une expression dans les cellules eucaryotes, le vecteur d'expression 
selon Tinvention porte l'ADN recombinant defini precedemment avec les 
moyens necessaires a son expression, ainsi qu'eventuellement les moyens 
15 necessaires a sa replication dans les cellules eucaryotes et/ou a la selection des 
cellules transformees. De preference, ce vecteur porte un marqueur de 
selection, choisi par exemple pour complementer une mutation des cellules 
eucaryotes receptrices, qui permet la selection des cellules qui ont integre 
l'ADN recombinant en un nombre de copies eleve soit dans leur genome, soit 
20 dans un vecteur multicopie. 

Pour une expression dans les cellules eucaryotes telies que la levure, par 
exemple Saccharomyces ccrevisiac. il convicnt d'inscrer l'ADN recombinant 
entre, d'unc part, des sequences reconnues comme promoteur efficace, d'autre 
part, un tcrminateur de transcription. L'ensemble promoteur— sequence 
25 codante-terminatcur, appcle cassette d'expression, est clond soit dans un 
vecteur plasmidiquc monocopic ou polycopie pour la levure, soit integr£ en 
multicopie dans le genome de la levure. 

L'invcntion conccrne aussi la levure qui contient, avec les moyens 
necessaires a son expression, l'ADN recombinant defini precedemment. 
30 L'invention a egalement trait a un procedd de preparation de la proteine 

ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend une etape de culture de cette levure, 
suivie de Tisolement et de la purification de la proteine recombinante. 

Pour une expression dans les cellules eucaryotes telies que celles des 
champignons filamenteux, du groupe des ascomycetes, par exemple ceux des 
35 genres Aspergillus. Neurospora, Podospora. Trichoderma ou Cryphonectria. le 
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vccteur d'cxpression selon Finvention poxte l'ADN recombinant ddfini 
pr6cedemment avec les moyens ndcessaires a son expression, et eventuellement 
un marqucur de selection et/ou des sequences telomeriques. II est en effet 
possible de selectionner les transformants ayant integre un ADN d'interet a 
5 l'aide d'un marqucur de selection situe soit sur le meme vecteur que l'ADN 
d'interet, soit sur un autre vecteur, ces deux vecteurs 6tant alors introduits par 
cotransformation. L'ADN recombinant de l'invention peut etre soit integre au 
genome des champignons filamentcux, soit conserve sous forme 
extrachromosomiquc grace a des sequences pcrmcttant la replication et la 

1 0 partition de cct ADN. 

Pour une expression dans les cellules animates, notamment dans les 
cellules d'ovaires de hamster chinois CHO, l'ADN recombinant est de 
preference inscre dans un plasmidc (par cxcmple derive du pBR322) 
comportant soit une sculc unite d'cxpression dans laquclle est insere l'ADN 

15 recombinant de Finvcntion et eventuellement un marqucur de selection, devant 
un promotcur efficacc, soit deux unites d'cxpression. La premiere unite 
d'expression comportc l'ADN recombinant ci-dessus, precede d'un promoteur 
efficace (par exemple le promotcur prccocc de SV40). La sequence autour de 
l'ATG d'initiation est de prcfdrcncc choisic cn fonction de la sequence 

20 consensus decrite par KOZAK (M. KOZAK (1978) Cell., 15, 1 109-1123). Une 
sequence intronique, par exemple dc l'intron de l'a-globinc de souris, peut etre 
insdree en amont de l'ADN recombinant ainsi qu'unc sequence comportant un 
site de polyadcnylation, par exemple une sequence dc polyadcnylation du 
SV40, en aval du gene recombinant. La dcuxicmc unite d'expression comporte 

25 un marqueur de selection, par exemple unc sequence d'ADN codant pour la 
dihydrofolate r6ductase (enzyme ci-aprds abregee DHFR). Le plasmide est 

transfecte dans les cellules animates, par exemple les cellules CHO dhfr" 
(incapables d'exprimer la DHFR). Unc lignec est sclcctionnce pour sa 
resistance au methotrexate : elle a integre dans son genome un nombre eleve de 

30 copies de l'ADN recombinant et exprimc cc dernier a un niveau suffisant. 

L'invcntion a cgalcmcnt trait aux cellules animales contenant, avec les 
moyens necessaires a son expression, cet ADN recombinant. Ce dernier peut, 
par exemple, avoir ct£ introduit dans les cellules par transfection par le vecteur 
d'expression ci-dessus, par infection au moyen d'un virus ou d'un retro-virus le 

35 portant, ou par microinjection. Des cellules animales prefcrees sont des cellules 
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CHO, en particulier les cellules CHO dhfr" & partir desquelles iTest possible 
d'obtenir des lignees hautement productrices en la proteine de l'invention. Les 
cellules COS constituent egalement un bote avantageux pour 1'obtention de 
cette proteine. 

5 L'invention concerne aussi un procede de preparation de la proteine 

definie precedcmment qui comprend une etape de culture des cellules animales 
ci-dessus, suivie de l'isolement et de la purification de la proteine 
recombinante. 

L'invention se rapporte egalement & la proteine recombinante 
10 susceptible d'etre obtenue par un procede qui comprend une Stape de culture de 
ces cellules animales, suivie de l'isolement et de la purification de la proteine 
recombinante. 

La proteine dc l'invention est une cytokine possedant une activite 
chimiotactique vis-a-vis des monocytes, cellules qui peuvent inhiber la 
15 croissancc des tumours (B.J. Rollins et al, 1991, Molecular and Cellular 
Biology, 11, 6, 3125-3131) et climincr certains parasites tels que Leishmania 
major (S. Stcngcr ct al, 1991, Eur. J. Immunol., 21, 327-33). 

L'invention a done egalement pour objet le medicament, utile 
notammcnt en canccrologic ct dans lc traitcment de certains etats infectieux, au 
20 cours desquels les defenses immunitaires sont affaiblies, suite par exemple k la 
presence de certains parasites (par exemple la icishmaniose, la Iepre ou le 
shagas), qui conticnt comme principe actif la proteine ou le peptide definis 
precedcmment dans un excipient pharmaccutiquement acceptable. Ceux-ci 
peuvent ctrc utilises seuls ou en association avec d'autres agents actifs : par 
25 exemple une ou plusicurs autrcs cytokines. 

L'invention sera mieux comprise a l'aide de 1'cxpose ci-apres, divise en 
sections, qui comprend des rcsultats cxperimcntaux et une discussion dc ceux- 
ci. Certaines de ces sections conccmcnt des experiences effectives dans le but 
de r£aliser l'invention, d'autres des cxcmples dc realisation de l'invention 
30 donnes bien sur a titre purement illustratif. 

Une grande partie de l'ensemble des techniques ci-apres, bien connucs 
de Fhomme de l'art, est exposee en detail dans 1'ouvrage de Sambrook et al : 
"Molecular cloning : a Laboratory manual" publie en 1989 par les editions Cold 
Spring Harbor Press a New- York (2eme edition). 
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La description ci-apres sera mieux comprises & l'aide des figures la, lb, 
2 a 5, 6a, 6b et 6c. 

La figure la, represcnte une carte d'assemblage du plasmide pSEl, 
plasmide de clonage dans E. coli et d'exprcssion dans les cellules animates, les 
5 sites ayant disparu par ligation 6tant notes entre parentheses. Les symboles 
utilises dans cette figure seront precises lors de la description de ce plasmide 
(section 2). 

La figure lb represcnte la sequence du fragment synthetique "site liant k 
HIndlir-HindlH utilise dans l'asscmblagc du plasmide pSEl. 

10 La figure 2 represente la sequence nucleotidique de l'ADNc NC28 et 

en vis-a-vis la sequence d'acidcs amines dcduite, les trois Met susceptibles 
d'initier la traduction 6tant souligncs, 1c site de clivage probable du peptide 
signal etant indique par un trait vertical et 1c site potential de N-glycosylation 
<5tant souligne en pointillcs. 

15 La figure 3 ct la figure 4 reprcscntcnt rcspcctivcment 1'alignement 

d'apres l'homologie maximale scion la mcthode de Necdleman et Wunsch, 
1970, J. Mol. Biol., 48, 443-453 dc la sequence d'acides amines deduite de 
l'ADNc NC28 (ligne superieure) et dc la sequence d'acides amines dcduite de 
l'ADNc de la cytokine MCP-1 (lignc infericure) ct I'alignement selon cette 

20 methode de l'ADNc NC28 (ligne superieure) ct dc l'ADNc de la cytokine 
MCP-1 (ligne infericure). 

La figure 5 represcnte la sequence du fragment B utilise dans la 
construction du plasmide pEMR617, vectcur d'exprcssion dans la levure. 

Les figures 6a, 6b et 6c sont relatives aux experiences de mise en 

25 evidence de l'activite chimiotactique. 

La figure 6a represente le nombre de cellules par champ microscopique 
en fonction de la concentration exprimee, en nM pour la proteine NC28 purifiee 
issue de la levure, la proteine NC28 purifiee issue de cellules COS, les peptides 
C13, C16, C20 et fMLP. 

30 La figure 6b reprdscnte le nombre de cellules par champ microcospique 

en fonction de la concentration exprimee en ng/ml pour la proteine NC28 
purifiee issue de levure et la cytokine MCP-1 purifiee issue des cellules COS. 

La figure 6c represente le nombre de cellules par champ microscopique 
en fonction de la concentration exprimee en ng/ml, pour la proteine NC28 

35 purifiee issue de levure, la cytokine IL-8 et le peptide fMLP. 
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SECTION 1 : Culture et stimulation a l'afde de PMA et PHA-P des cellules 

mononucleaires du sang periphlrique. Preparation de TARN 
messager utilise pour faire la banque d'ADN complementaire 

5 1) Culture et stimulation des cellules mononucleaires du sang p£riph&ique : 

A partir de poches de sang pcriphcrique (prelevees sur trois 
volontaircs sains dans un centre de transfusion sanguine), ayant prealablcment 
subi une cytaphdrese et un gradient de Ficoll (Gauchat et al, 1989, Eur. J. 
10 Imm. 19, 1079) on prcleve une fraction de cellules enrichie en cellules 
mononucleaires du sang pcriphcrique PBMNC (peripheral blood mononuclear 
cells) de composition approximative suivantc : 70 % de lymphocytes, 25 % de 
monocytes et 5 % de granulocytes (comptage des cellules a I'aide du compteur 
de cellules Coultcr-Modclc S-Plus IV) 
15 Lcs cellules sont rccuciilics dans un flacon de 250 ml, puis 

centrifugecs pendant 10 min a 37 # C Le surnageant est ^limine et le culot de 
cellules est rincc avee 50 ml de milieu a base de glucose, sels mineraux, acides 
amines et vitamincs, appclc milieu RPMI (milieu RPMI 1640 de Gibco BRL), 
puis de nouvcau centrifuge dans lcs mcmcs conditions. 
20 Lc culot de cellules est aiors rcpris avee 500 ml du milieu RPMI 

complete avee 10 % de scrum de vcau foetal (Gibco BRL- ref. 013-06290H), 
additionne de 10 unites de pcnicillinc ct de 10 fig de strcptomycine (solution 
de penicilline/streptomycinc de Gibco ref. 043-05140D) par ml de milieu 
ainsi que de L-glutaminc (Gibco BRL-rcf. 043-05030D) jusqu'a 2mM final. 
25 Une partic de la suspension ccllulairc est rdpartie en vue de la 

separation des cellules adhcrentes ct des cellules non adhcrentes, a raison 
d f environ 100 ml par boitc, dans quatrc grandes boitcs de culture carrees (245 
x 245 x 20 mm-Nunc - rdf. 166508) ct incubec pendant 1 h h 3TC. On sait 
en effet que la plupart des cellules monocytaires adherent a la boite de culture 
30 tandis que la plupart des cellules lymphocytaircs restcnt en suspension. 

Les cellules non adhcrentes sont aspirccs a I'aide d'une pipette et 

cultivees dans des flacons de culture du type Falcon de surface 175 cm^ en 
presence de milieu RPMI complete comme decrit ci-dessus, additionne de 10 
ng/ml de phorbol myristate-2 acetate-3 (PMA) (Sigma-ref. P8139) et de 
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5/<g/ml de phytoh&naglutinine (PHA-P) (Sigma-ref. L8754), k 37*C en 
presence de 5 % de CO2 pendant 24 h. 

Sur les cellules adherentes on rajoute 100 ml de milieu RPMI 

complete comme decrit ci-dessus additionne de 10 ng/ml de PMA et de 5 

5 /*g/ml de PHA-P. Les cellules sont incubees a 37*C en presence de 5 % (v/v) 
de pendant 5 h. 

Lc rcste de la suspension cellulaire, appele ci-apres les cellules 

totalcs, est rcparti dans 4 grandes boites de culture carrees et incube en 

presence de milieu RPMI complete comme decrit ci-dessus, additionn6 de 

10 10 ng/ml de PMA et 5 /<g/ml de PHA-P a 37 # C en pr6sence de 5 % (v/v) de 
pendant 5 h pour les deux premieres boites et 24 h pour les deux autres. 

2 h environ avant la fin de 1'incubation on ajoute dans le milieu de 
culture de ccs diffcrcntcs cellules 10//g/ml de cyclohcximide (Sigma 
rcf.C6255) (inhibitcur dc traduction qui augmente la stability des ARN des 
15 cytokines : cf. Lindstcn ct al, 1989 t Science 244, 339-344) et 1'incubation est 
poursuivic pendant 2 h a 37*C. 

2) Preparation de TARN mcssagcr : 

20 a) Extraction dc TARN mcssagcr 

Les cellules sont rccupcrccs dc la fagon suivante : 

- les cellules adherentes sont lavecs 2 fois avee du tampon PBS (Phosphate 
buffered saline ref. 04104040-Gibco BRL) puis grattees avee un grattoir en 

25 caoutchouc et centrifiigces. On obticnt ainsi un culot cellulaire, appele 
culot A. 

- pour les cellules non adherentes, apres agitation du flacon contenant la 
suspension des cellules, la suspension cellulaire est prclevee et ccntrifugee. On 
obtient ainsi un culot cellulaire, appele culot cellulaire NA. 

30 - pour les cellules totales, la fraction adherente est lavee 2 fois avee du 
tampon PBS et grattee comme precedemment puis centrifiigee. La fraction 
non adherente est centrifugee. Les deux culots cellulaires obtenus seront 
rcunis par la suite. Leur reunion est appetee culot cellulaire T(5 h) pour les 
cellules totales incubees pendant 5 h et T(24 h) pour les cellules totales 

3 5 incubees pendant 24 h. 
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Les culots cellulaires A, NA, T(5 h) et T(24 h) sont congetes ct 
conserves 4 -80 # C. 

Chaque culot cellulaire congel£ est mis en suspension dans le tampon 
de Iyse de composition suivante : guanidine- thiocyanate 5M ; Tris- 
5 (hydroxymethyl)-aminomethane 50mM pH 7,5 EDTA lOmM. La suspension 
est soniqufe a Faide d'un sonicateur Ultra Turax n* 231 256 (Janke et Kunkel) 
a puissance maximale pendant 4 cycles de 20 s. On ajoute du 
P-mercapto&hanol jusqu'a 0,2M et on rcfait un cycle de sonication de 30 s. 
On ajoute du chlorure de lithium jusqu'a 3M. On refroidit la suspension k 4*C 

10 et on la laisse reposer a cette temp&atuie pendant 48 h. L'ARN est ensuite 
isolc par centrifugation pendant 60 min. Le culot d'ARN est lave une fois avec 
une solution de chlorure de lithium 3M, recentrifug£, puis repris dans un 
tampon de composition suivante : SDS 1 %, EDTA 5mM et Tris HCi lOmM 
pH 7,5, additionnd de 1 mg/ml de proteinase K (Boehringer Mannheim, 

15 GmbH). Aprcs incubation a 40 # C pendant 1 h la solution d'ARN est extraite 
avec un melange phcnol/chloroformc. On prccipite a -20*C TARN contenu 
dans la phase aqueuse a 1'aidc d'unc solution d'acetate d'ammonium 0^3M final 
et2^ volumes d'dthanol. On centrifuge a 15 000 g pendant 30 min et on garde 
le culot. 

20 

b) Purification de la fraction poly A + de TARN 

Le culot est repris dans 1 ml de tampon de composition Tris-HQ 
lOmM pH 7,5 EDTA ImM, appele tampon TE ct mis en suspension par 
25 agitation au vortex. Uoligo dT-ccllulosc type 3 (commercialise par 
Collaborative Research Inc, Biomedicals Product Division) est prepare suivant 
les recommandations du fabricant. L'ARN est depose sur Toligo dT-celluIose, 
agite doucemcnt pour mettre en suspension les billcs, puis chauffe pendant 1 
min a 65*C. 

30 La suspension est ajustce a 0,5 M NaCl, puis mise a agiter douccment 

pendant 10 min. La suspension est alors ccntrifiigec pendant 1 min a 1000 g, 
le surnageant est elimine, le culot est lave 2 fois avec 1 ml de tampon TE 
contenant 0,5 M NaCl. Les surnagcants sont elimines. L'elution de la fraction 
polyadenylee des ARN (constitute des ARN messagers) est obtenue par 

35 suspension des billes dans 1 ml de tampon TE, puis chauffage de cette 
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suspension k 60*C pendant 1 min, suivie d'une agitation pendant 10 min sur 
plaque basculante. On centrifuge ensuite pendant 1 min a 1000 g, ce qui 
pennet de recupgrer le sumageant contenant des ARN messagers libres en 
solution. L'ensemble des operations ci-dessus (a partir de Fetation) est v6p6t€ 
5 2 fois. Les sumageants ainsi obtenus sont rassembles, on ^limine les billes 
residuelles par centrifiigation et on prccipite le surnageant avec 3 volumes 
d'&hanol et une solution de NaCl a 0,3M final. 

On obtient ainsi a partir des culots cellulaires A, NA, T(5h) et 
T(24 h), quatre fchantillons d'ARN-poly A + , nomm& par la suite ARN-poly 
10 A + -A, ARN-poly A + -NA; ARN-polyA + ~T(5 h) et ARN-poly 
A + -T(24 h). 



SECTION 2 : Preparation d'une banque d'ADN complementaire enrichie en 
15 sequences specifiques des cellules mononucleates du sang 

peripherique 

1) Construction du vcctcur dc clonagc pSEl : 

20 La strategic misc cn ocuvrc fait appcl a des fragments obtenus a partir 

dc plasmidcs prccxistants acccssiblcs au public et a des fragments prepares par 
voie de synthese scion les techniques maintenant couramment utilisees. Les 
techniques de clonage employees sont cellcs decrites par T. Maniatis, EF. 
Fritsch et J. Sambrook dans "Molecular Cloning, a Laboratory manual" (Cold 

25 Spring Harbor Laboratory, 1984). La synthese des oligonucleotides est 
realisde a I'aide d'un synthdtiscur d'ADN Bioscarch 8700. 

La description ci-aprcs sera mieux comprise en reference k la 
figure l a . 

Ce plasmidc a etc construit par ligations successives des 616ments 
30 suivants : 



a)- un fragment PvuII-PvuII - symbolise par +++++++ sur la figure l a - de 
2525pb, obtenu par digestion complete du plasmide pTZ18R (Pharmacia) a 
l ! aide de l'enzyme de restriction PvuII. Ce fragment contient 1'origine de 
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replication du phage fl (notfe ORI Fl sur la figure la), un gfcne (note Amp 
sur la figure la) portant la resistance a Fampicilline et Forigine de replication 
(notee ORI pBR322 sur la figure la) permettant la replication de ce plasmide 
dans E. coIL Le premier site franc PvuII disparait par ligation avec le site franc 
5 EcoRV (qui disparait figalement) du fragment decrit en g). 

b) - un fragment PvuII-Hpar - symbolise par OBI sur la figure l a - de 
1060 pb de FADN ^adenovirus type 5 entre les positions 11299 (site de 
restriction PvuII) et 10239 (site de restriction Hpal) (Dekker et Van Ormondt, 

10 Gene 27, 1984, 115-120) contenant Finformation pour les ARN VA-I et 
VA-IL Le site franc Hpal disparait par ligation avec le site franc PvuII (qui 
disparait egalement) du fragment decrit en c). Le site Apal en position 11 218 
a cte enleve par clivage a Faide de Fenzyme Apal, traitement k Faide de 
Fcxonucieasc : ADN polymerase du phage T4 et religation. 

15 - 

c) - un fragment PvuII-HindlH - symbolise par //////// sur la figure l a - de 

344 pb, issu de FADN du virus SV40 obtenu par digestion complete a Faide 
des enzymes dc restriction PvuII et Hindlll. Ce fragment comporte Forigine de 
replication ct le promotcur precoce de FADN du virus SV40 (ret BJ. Byrne et 
20 al. Proc. Ntl. Acad. Sci. USA (1983), 80, 721-725). 

Le site Hindlll disparait par ligation avec le site liant a Hindlll du 

fragment decrit cn d). 

d) - un fragment synthctiquc "site liant a Hindlll" - Hindlll - symbolise par 
25 — sur la fig" 10 la " dc 419 pb dont la sequence, donnee sur la 

figure lb f conticnt une sequence proche de la sequence 5 1 non traduite du virus 

HTLV1 (R. WEISS ct al, "Molecular Biology of Tumor Viruses" - part 2-2 e 
ed - 1985 - Cold Spring Harbor Laboratory - p. 1057) et Fintron distal du 
gene dc Fa-globinc de souris (Y. Nishioka ct al, 1979, Cell, 18, 875-882). 

30 

c)- un fragment synthetiquc Hindlll- 'site liant a BamHI" - symbolise par 
XXXXXXX sur la figure l a - contenant le promoteur de FARN-polymerase 

du phage T7 ainsi qu'un polylinker contenant notamment les sites de clonage 
Apal et BamHI 

35 
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Apal 

AGCTTGTCXJACTAATACGACT^ 

ACAGCTGATTATGCTGAGTGATATCCCGCCGGCGCCCGGGGA 
Hindffl BamHI site liant a BamHI 

GCAGGAATrcdbATCCCCCGGGTGACTGACT T 
5 CGTCCTTAAGCCTAGGGGGCCGACTGACTGACTAG 



fy- un fragment BamHI-BclI de 240 pb - represent^ par<£AAsur la figure 
l a petit fragment obtenu par digestion complete a l'aide des enzymes Bell et 

BamHI de TADN du virus SV40 qui contient le site de polyadenylation tardif 
10 de ce dernier. (M. Fitzgerald et al. Cell, 24, 1981, 251-260). Les sites BamHI 
et Bell disparaissent par ligations avec respectivement le "site liant a BamHI" 
du fragment decrit en e) et le site BamHI (qui disparait egalement) du 
fragment decrit en g). 

15 g)- un fragment BamHI-EcoRV - symbolise par OOOOOO sur la figure l a - 

dc 190 pb, petit fragment issu du plasmide pBR322 apres digestion complete k 
Taidc des enzymes EcoRV et BamHI. 

Le plasmide pSEl comporte done les elements ndcessaires pour son 
20 utilisation commc vecteur de clonage dans E. coli (origine de replication dans 
E. coli et gene de resistance a Pampicilline, provenant du plasmide pTZ18R) 
ainsi que commc vecteur d'expression dans les cellules animates (promoteur, 
intron, site de polyadenylation, origine de replication du virus SV40), et pour 
sa copie en simple brin dans un but de sequengage (origine de replication du 
25 phage fl). 

2) Constitution d'une banque dADN complementaire enrichie en sequences 
specifiques des cellules mononucleates du sang pfiripherique : 

30 La technique de clonage utilisee est celle decrite par Caput et al, 

(technique de Tamorce-adaptatcur (Primer-adapter) : Caput et al, Proc. Natl. 
Acad. Sci. (U.S. A), 1986, 83, 1670-1674). 

Elle consiste d ! une part a digerer le vecteur pSEl par Apal, ajouter 
une queue de polydC sur rextrcmite 3' protuberante, puis a digerer les 

35 plasmides ainsi obtenus par Tendonuclease BamHI. Le fragment 



WO 92/09629 



18 



PCT/FR91/00949 



correspondant au vecteur est purifie sur colonne de Sepharose CL4B 
(Pharmacia). II comprend done une queue polydC k une extremite, Tautre 
extremite etant coh&ive, du type BamHL 

D'autre part, les ARN polyA + obtenus & Tissue de la section 1 sont 
5 soumis a la transcription inverse k partir d'une amorce dont la sequence est la 
suivante : 

5 1 GATCCGGGCCCTITTTTTTTrrT 3V 

10 Ainsi, les ADNc prescntent a leur extremite 5' la sequence GATCC 

complementaire de Textremite cohesive BamHL 

Les hybrides ARN-ADN obtenus par action de la transcriptase 

inverse sont soumis a une hydrolyse alcaline qui permet de se debarrasser de 

TARN. Les ADNc simple brin sont alors soumis & un traitement a la terminate 
15 transferase, de fagon a ajoutcr des polydG en 3' et purifies par 2 cycles sur 

colonne de sepharose CL4B. 

Ces ADNc sont hybridds avee de rARN-polyA + provenant de 
cellules de la lignee COS3 (lignde de cellules de reins de singe exprimant 
Tantigene T du virus SV40 : cf. Y. Gluzman, 1981, Cell, 23, 175-182 
20 preparces commc decrit dans la Section 1.2). 

Les ADNc non hybrides sont isoles (fraction enrichie en ADN 
complementaire aux ARN mcssagcrs specifiqucs des cellules mononucleates 
du sang pcriphcriquc). 

Ces ADNc sont inscres sous forme simple brin dans le vecteur pSEl. 
25 Un second oligonucleotide (Tadaptatcur) complementaire de Tamorce est 
necessaire pour gencrer un site BamHI a l'cxtrcmite 5* des ADNc. Apres 
hybridation du vecteur, de TADNc et de Tadaptateur, les molecules 
recombinantes sont circularisccs par Taction de la ligase du phage T4. Les 
regions simple brin sont alors rcparces grace h TADN polymerase du phage 
30 T4. Le pool de plasmidcs ainsi obtcnu scrt a transformer la souche E. coli MC 
1061 (C&sabadan et S. Cohen, J. Bact. (1980) 143, 971-980) par 
elcctroporation. 



35 
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Protocole de preparation de la banoue d'ADN comptementaire 
a) Preparation de 1'ADN complementaire 

5 A partir de 5//g des ARN-poly A + de cellules mononucleates de 

sang peripherique obtenus a Tissue de la section 1 de composition suivante : 

ARN-poly A + A : 0,5 //g, ARN-poly A + NA : 2//g, ARN-poly A + T(5 h) : 

2/ig et ARN-poly A + T(24 h) : 0,5 ^g, on prepare 1'ADN complementaire 

simple-brin marqufi au P-dCTP (TADN complementaire obtenu prdsente 
10 une activity specifique de 3000 dpm/ng) avec 1'amorce synth£tique de 
sequence suivante (comprenant un site BamHI) : 

5' GATCCGGGCCCTTTT1TITITTT 3* 
dans un volume de 100 /d. Apres 30 min d'incubation k 46 # C avec 100 unites 
de 1'enzymc transcriptase inverse (Genofit-El 022) on ajoute 4 fA d'EDTA 
15 0,5M. On cxtrait une premiere fois avec du ph6nol (sature en tampon TE) puis 
une seconde fois avec du chloroforme. On ajoute 10 /<g d'ARN de transfert de 
foie de veau, l/10eme de volume d'une solution d'acetate d'ammonium 10M et 
2,5 volumes d'ethanol pour precipiter l'ADN complementaire. On centrifuge, 
on dissout le culot dans 30 fd de tampon TE puis on retire les petites 
20 molecules telles que sels, phenol et chloroforme par chromatographic 
d'exclusion sur une colonne de polyacrylamide P10 (Biogel 
P10-200-400mesh, ref. 1501050-Biorad). 

b) Hydrolyse alcaline de la matrice ARN 

25 

On ajoute 4,6 /d d'une solution de NaOH 2N, on incube pendant 
30 min a 68 # C, puis on ajoute 4,6 /d d'acide ac£tique 2N et on fait passer la 
solution obtenue sur une colonne de polyacrylamide P10. 

30 c) Addition homopolymerique de dG 

On allonge l'ADN complementaire en 3* avec une "queue" de dG avec 
66 unites de l'enzyme terminale transferase (Pharmacia 27073001). On incube 
pendant 30 min a 37*C, puis on ajoute 4 fd d'EDTA 0,5M. 

35 
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d) Purification sur colonne de scpharose CL4B 

Afin d'eliminer l'amorce synth&ique, on purifie 1'ADN 
complementaire sur deux colonnes successives de 1 ml de sepharose CL4B 
5 (Pharmacia), equilibrees avec une solution NaOH 30mM/EDTA 2mM. 

Les trois premieres fractions radioactives (d'environ 80 fd chacune) 
sont regroupees et precipices avec 1/I0eme de volume d'une solution 
d'acetate d'ammonium et 2J5 volumes d'ethanol. La quantite d'ADN 
complementaire est de 1 fig. 

10 

e) Hybridation 

Le culot d'ADN complementaire est mis en suspension dans 25 fd de 

tampon TE, on ajoute 15 fig d'ARN-polyA + cxtrait de cellules de la lignee 

15 COS, puis l/10cmc de volume d'une solution de NaCl 3M, 2,5 volumes 
d'ethanol et on laisse prccipitcr a -20*C 

On centrifuge, on lave k 1'cthanol 70 %, on scche, on dissout le culot 
dans 5 fd de tampon de composition suivante : Tris-HCl 0,1M pH 7J5 ; NaCl 
0,3M, EDTA ImM, on met la solution obtcnue dans un tube capillaire que Ton 

20 scelle, puis on incubc a 65*C pendant 40 h. 

On diluc le contcnu du capillaire dans 100 fd de tampon TE auqucl on 
ajoute 300 fd de tampon phosphate de sodium 50mM pH6,8. On fait passer la 
solution obtenue sur une colonne d'hydroxyapatite (Biorad ref. 130.0520) a 
60 # Q equilibree avec ce tampon phosphate. On separe le simple brin (I'ADN 

25 complementaire non-hybridc) et le double brin (ARN messager de COS 
hybride a l'ADN complementaire) par un gradient de tampon phosphate de 
0,1M a 0,2M a travers la colonne d'hydroxyapatite. On regroupe les fractions 
correspondant a TADN complementaire simple brin (25 % en poids de TADNc 
elue, ce qui correspond a un enrichisscment d'environ 4fois en sequences 

30 specifiques de cellules mononucleaires du sang pcripherique), on ajoute 20 fig 

d'ARN de transfcrt, on prccipite le volume total avec l/10eme de volume 

d'une solution d'acetate d'ammonium 10M et 2,5 volumes d'ethanol. On 

centrifuge, le culot est dissout dans 200/^1 de TE, on retire le phosphate 

eme 

residue! sur polyacrylamide P10, on precipite de nouveau avec 1/10 de 
35 volume d'une solution d'acetate d'ammonium 10M et 2,5 volumes d'ethanol. 
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Le culot est dissous dans 30 /d d'une solution de NaOH 30mM ; 
EDTA 2mM. On charge l'ADN complementaire sur une colonne de sepharose 
CL4B (Pharmacia) de 1 ml, 6quilibr& avec une solution de NaOH 30mM ; 
EDTA 2mM, afin d'eliminer le reste d'amorce synth&ique. On regroupe les 3 
5 premieres fractions radioactives d ! environ 80 /d chacune. On precipite l'ADNc 

contenu dans ces fractions avec l/10 eme de volume d'une solution d'ac&ate 
d'ammonium 10 M et 2,5 volume d'&hanol. La quantity d'ADN 
complementaire ainsi recuperee est de 20 ng. 

10 f) Appariement du vecteur de clonage pSEl et de l'ADN 

complementaire en presence de Padaptateur 

On centrifuge, le culot est dissous dans 33 jul de tampon TE, on ajoute 
5/d (125 ng) de vecteur de clonage pSEl, 1/d (120 ng) de I'adaptateur de 
15 sequence suivante (comprenant un site Apal) : 

5' AAAAAAAAAAAAAGGGCCCG 3* 

10 /d d'une solution de NaCl 200mM, on incube 5 min a 65 # C puis on laisse 
20 refroidir le mdlangc rcactionnel jusqu'a temperature ambiante. 

g) Ligation 

On ligue le vecteur de clonage et l'ADNc simple brin dans un volume 
25 de 100 /il avec 32,5 unites de l'enzyme ADN ligase du phage T4 (Pharmacia 
ref : 270 87002) pendant une nuit a 15*C. 

h) Synthase du dcuxieme brin de l'ADNc 

30 On elimine les proteines par extraction au phenol suivie d'une 

extraction au chloroforme, puis on ajoute l/10 eme de volume d'une solution 
d'acetate d'ammonium 10 mM, puis 2,5 volumes d'ethanol. On centrifuge, le 
culot est dissous dans le tampon de composition Tris acetate pH 7,9, 33 mM, 
ac&ate de potassium 62,5 mM, aedtate de magnesium 1 mM et dithiothreitol 

35 (DTT) 1 mM. Le deuxieme brin d'ADN complementaire est synthetise dans un 
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volume de 30 /d avec 30 unit& de I'enzyme ADN polymerase du phage T4 
(Pharmacia: ref. 27-0718) et un melange des quatre deoxynucleotides 
triphosphates dATP, dCTP, dGTP et dTTP, ainsi que deux unit& de la 
proline du gene 32 du phage T4 (Pharmacia : i€f. 27-0213), pendant 1 h a 
5 37*C On extrait au phenol et on retire les traces de ph&iol par une colonne de 
polyacrylamide P10 (Biogel P10-200-400 mesh- R6f 15011050 - Biorad). 

i) Transformation par electroporation 

10 On transfonne des cellules E. coli MC1061 (Qontech) avec 1'ADN 

recombinant bbtenu precedemment par electroporation a Taide de Tappareil 
Biorad Gene Pulser (Biorad) utilise a 2,5 kV dans les conditions prescrites par 
le fabricant, puis on fait pousscr les bacteries pendant 6 h 30 dans du milieu 
dit milieu LB (Sambrook, op cite) de composition : bactotryptone 10 g/1 ; 

15 extrait de lcvurc 5 g/1 ; NaQ 10 g/1, additionne de 100/zg/ml d'ampicilline. 

On ddtcrminc ie nombre de clones independants en 6talant une 

* 

dilution au l/1000 cme dc la transformation avant Tamplification sur une boite 
de milieu LB additionnd de 1,5 % d'agar (p/v) et de 100/zg/ml d'ampicilline, 
appele par la suite milieu LB gclosc. Lc nombre de clones independants est de 
20 500 000. 

SECTION 3 : Criblage de la banque d'ADN complementaire soustraite et 

selection du clone NC28 

25 

1) Realisation des rcpliqucs des colonics bactcricnncs de la banque d'ADNc 
sur filtre de nylon : 

On distribue environ 40 000 bacteries recombinantes de la banque 
30 d'ADNc sur des boites de Petri dc (245 x 245) mm contcnant du milieu LB 
gclose (environ 2000 colonies/boite). 

A partir de chacune de ccs boites, on realise un transfert des colonies 
sur une membrane de nylon (Hybond N-Amersham) par depot de la 
membrane sur la surface de la boite et mise de reperes par pcrgage de la 
35 membrane a Taide d'une aiguille. La membrane est ensuite retiree et deposee 
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sur la surface d'une nouvelle boite de Petri contenant du milieu LB g£los£. On 
laisse pendant quelques heures k 37 # C pour obtenir la repousse des colonies. A 
partir de cette premiere membrane on realise deux repliques sur de nouvelles 
membranes (pr£alablement d<§posees sur du milieu LB gelose pour les 
5 humidifier) par contacts successifs avec la premiere membrane. Les repliques 
sur membrane obtenues sont finalement deposees sur des boites de milieu LB 
gelose et mises a incuber pendant une nuit a 30*C. 

Les repliques sur membrane sont deposees avec les colonies vers le 
haut, sur une feuille de Whatman 3MM saturee avec une solution de 

10 composition : NaOH 0,5M ; NaCl 1,5M, pendant 5 min, ce qui permet de 
lyser les bacteries et de fixer 1ADN. Les repliques sur membrane sont ensuite 
posees sur une deuxicme feuille de Whatman 3MM ,saturee cette fois avec 
une solution neutralisante de composition : NaCl 1,5M ; Tris-HCl pH8 0,5M, 
pendant 5 min. Les repliques sur membrane sont ensuite plongees dans une 

15 solution de 2 x SSC (composition de la solution SSC : NaCl 0,15M ; citrate de 
sodium 0 f 015M) et les ddbris bactcriens sont particllcmcnt elimines en firottant 
doucement a I'aide d'ouatc de ncttoyagc. 

On traite ensuite les rdpliques sur membrane avec de la proteinase 
K (Bochringcr Mannheim GmbH) a 100//g/ml dans une solution de 

20 composition : Tris-HCl lOmM pH8 ; EDTA lOmM ; NaCl 50mM ; SDS 
0,1 % a raison de 20 ml par membrane. On incubc pcndant30 min a 37 # C avec 
agitation. Les repliques sur membrane sont de nouvcau plongees dans une 
solution de 2xSSC pour elimincr definitivement toute trace de debris 
bacteriens. Elles sont finalement mises a scchcr sur du papier filtre pendant 

25 quelques minutes puis pendant 30 min sous vide a + 80*C. On obtient ainsi, 
pour chaque boite, deux repliques sur membrane, appclees par la suite 
repliquc 1 et repliquc 2. 

2) Preparation de TARN utilisd pour la fabrication des sondes ADNc : 

30 

a) Culture et stimulation de la lignee monocytaire U937 

La lignee monocytaire U937 ATCC 1593 est cultivee dans du milieu 
RPMI complete avec 10 % de serum dc veau foetal (Gibco BRL-ref. 013- 
35 06290H), additionne de 10 unites de pcnicilline et de 10 fig de streptomycine 
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par ml ainsi que dc 2 mM final de L-glutamine. Pour l'activation de ces 
cellules, on les met dans le milieu RPMI additionne de penicilline, 
streptomydne et de L-glutamine et de 20 ng/ml de phorbol myristate-2 
acetate-3 (PMA) (Sigma-r6f. P8139) pendant 24 h. Les cellules ainsi activees 
5 sont grattees et centrifugees. Le culot celluiaire obtenu est appele culot 
cellulaire U937P. 

La moiti6 des cellules est induite de surcroit avec du cycloheximide 
(10/ig/ml) pendant les deux dernicres heures de culture. Get inhibiteur de la 
synthese proteique rend plus stables ics ARN messagers instables (dont les 
10 cytokines) (c£ T. Lindsten et aL, 1989, Science, 244, 339-343). Les cellules 
ainsi activees sont grattees et centrifugees. Le culot cellulaire obtenu est 
appele culot cellulaire U937PC. 

b) Preparation dc TARN poly A + 

15 

A partir des culots ccllulaires U937P et U937PC, TARN est extrait et 
la fraction polyA + est purifice comme decrit dans la section 1-2) a) et b). On 
obticnt ainsi deux fractions ARN-polyA + , appclccs respectivement fraction 
polyA + l ct fraction polyA + 2. 

20 

3) Preparation des sondes ADNc radiomarquccs : 

Les sondes ADNc radiomarquccs, appelecs respectivement sonde 1 et 
sonde 2 sont synthctisecs a partir des deux fractions ARN-polyA + ci-dessus, 
25 preparees commc decrit ci-apr5s. 

l//g d*ARN polyA + est hybride avec 200 ng d'oligo ^2-18 

(Pharmacia) dans 2 a 3 /A dc tampon de composition Tris HC1, pH 1JS 9 50 mM 
et EDTA 1 mM par incubation pendant 2 min a 65*C et refroidissement 
jusqu'a temperature ambiante. La synthese dc TADNc radiomarque est rcalisee 
30 dans un volume rcactionncl dc 10 en tampon de composition : Tris-HCl 
50mM pH83 ; MgC^ 5mM ; dithiotrcitol lOmM, contenant 50 fM de dATP 

dGTP et dTTP, lO^aM de dCTP et 150/^Ci de dCTP a32P (3000 Ci/mmol 
Amersham) et 40 unites de RNasine (inhibiteur de RNAse-Gcnofit). La 
reaction stffectue k 46 # C pendant 30 min en presence de 10 a 20 unites de 
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transcriptasc inverse (Genofit). Cette synthese est suivie de 1'hydrolyse 
alcaline de TARN par une solution de NaOH 0J3M dans un volume final de 
20 /d pendant 30 min k 65*C On neutralise par ajout d'acide antique 3M. On 
ajuste le volume a 50 /d avec du milieu TE. On fait une extraction avec un 
5 meme volume de phenol suivie d'une deuxieme extraction avec un meme 
volume d'un melange chloroforme/ isoamylalcool (dans les proportions 
respectives 24/1). On ^limine le dCTP a32P non incorpor£ lors de la synthese 
du brin ADNc par chromatographic d'exclusion sur une colonne de 
polyacrylamide P10 (Biogel-200-400 mesh-Biorad) . 
10 La quantite d'ADNc est de 60 a 100 ng poss6dant une activity 

Q 

specifique de 1 x 10 dpm//*g. 

4) Hybridation dcs rcpliques des colonies bacteriennes avec les sondes 
ADNc: 

15 

Les repliques sur membrane sont prehybridees pendant 2 h a 42*C 
dans un tampon de composition : 50 % formamide ; 6 x SSC ; 5 x solution de 
Dcnhardt ; 0,1 % SDS et 100/ig/ml d'ADN de sperme de saumon Sonique, 
rajoute apres dcnaturation pendant 10 min a 100*C. Les rcpliques sur 

20 membrane sont hybridees pendant deux jours : la rcplique 1 avec la sonde 1 et 
la rcplique 2 avec la sonde 2, ccs sondes ctant utilisecs a une concentration de 
4 ng/ml dans le tampon ci-dessus. La 5 x solution de Dcnhardt (cf. Sambrook, 
op. cite) a la composition : Ficoll (type 400-Pharmacia) 1 g/1, 
polyvinylpyrrolidone 1 g/1 et la scrumalbumine bovine (BSA) 1 g/1. 

25 Les prchybridation et hybridation s'effectuent en tubes dans un four a 

hybrider (Hybaid) avec rcspcctivcmcnt 25 ml ct 10 ml de tampon par 
membrane. 

Ensuite les rcpliques sur membrane sont successivement lavees 
plusieurs fois pendant 15 min a 20*C dans le tampon de composition 2 x SSC ; 
30 0,1 % SDS, puis deux fois pendant 15 min dans une solution 0,1 x SSC, 0,1 % 
SDS a 55*C, sechecs sur papier Whatman 3MM et autoradiographies sur 
films Kodak XAR5. 
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5) Hybridation avec un melange d'oligonuclcotides correspondant a la plupart 
des cytokines connues : 

Pour identifier les clones qui contiennent les ADN compl6mentaires 
5 aux ARN messagers des cytokines connues, une autre serie de repliques sur 
membrane, preparees comme decrit ci-dessus, est hybridte avec un 
melange - appele melange C - de 28 oligonucleotides comportant chacun 
20 nucleotides, correspondant aux ADN complernentaires des 
cytokines suivantes : Interleukine-1 a(Furutani Y. et al, 1985, NucL Ac. Res., 

10 13, 5869-5882), Interleukine-1 p(Auron P. et al, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 81, 7907-7911), Interleukine-2 (Degrave W. et al, 1983, EMBO J., 2, 
3249-3253), Interleukine-3 (Yang Y.C et al, 1986, 47, 3-10), Interleukine-4 
(Yokoto T. et al, 1986, Proc. Nil Acad. Sci., 83, 5894-5898), Interleukine-5 
(Hirano T. et al, 1986, Nature, 324, 73-75), Interleukine- 6 (May L. e t al, 

15 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 8957-8961), Interleukine-7 (Namen A. 
et al, 1988, Nature, 333, 571-573), InterIeukine-8 (Matsushima K. et al, 

1988, J. Exp. Med., 167, 1883-1893), Interleukine-9 (Yang Y.C et al, 1989, 
Blood, 74, 1880-1884), TNFa (Pennica D. et al, 1984, Nature, 312, 
724-729), TNFp (Gray P. etal, 1984, Nature, 312, 721-724), G-CSF (Nagata 

20 S. et al, 1986, 319, 415-418), M-CSF (Kawasaki E. et al, 1985, Science, 230, 
291-296), GM-CSF (Wong G. et al, 1985, Science, 228, 810-815), UF 
(Grough N. et al, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 2623-2627), 
Interferon a (Goeddel D. et al, 1981, Nature, 290, 20-26), Interferon pi 
(Taniguchi T. et al, 1980, Gene, 10, 11-15), Interferon y (Gray P. et al, 1982, 

25 Nature, 295, 503-508), TGFa(Perynck R. et al, 1984, Cell, 38, 287-297), 
TGFpl (Dcrynck R. et al, 1985, Nature, 316, 701-705), bFGF (Prats H. et al, 

1989, Proc. NatL Acad. Sci. USA, 86, 1836-1840), Erythropoietine (Jacobs 
K. et al, 1985, Nature, 313, 806-810), BCGF (Sharma S. et al, 1987, Science, 
235, 1489-1492), MIF (Wciscr W. et al, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 86, 

30 7522-7526), MCP-1 (Yoshimura T. et al, FEBS Lett., 244, 487-493), 
Oncostatine-M (Malik N. et al, 1989, Mol. Cell. Biol., 9, 2847-2853) et EDF 
(Murata M. et al, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 2434-2438). 

Ces oligonucleotides, fabriques a l'aide du synthetiseur d'ADN 
Biosearch 8700, sont couples avec de la peroxydase de raifort EC 1.11.17 

35 (Boehringer Mannheim-Rcf. 814-407) selon le protocole suivant : 
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- on fait r6agir sur la colonne de synthese les oligonucleotides avec 
du carbonyl-diimidazole (Aldrich - 11, 553-3) et du diamino-l,6-hexane 
(Aldrich - HI. 169-6) selon la mdthode de Wachter et al, 1986, Nucl. Ac. 
Res., 14, 7985-7994. 
5 - apres deprotection des bases et clivage du support par traitement 

amxnoniacal les oligonucleotides sont purifies sur une resine d'echange d'ions 
(Quiagen - Diagen-500051) avec changement du contre-ion ammonium en 
ion lithium. 

-les 5-amino-oligonucleotides sont couples a la peroxydase de 
10 raifort (Boehringer Mannheim-814407) selon la mSthode de M. Urdea et al, 
Nucl. Ac, Res., 1988, 16, 4937-4956. 

Le melange d'oligonucleotides s'hybride avec environ 10 % des 
clones de la banque. 

Les clones donnant un signal autoradiographique plus fort avec la 
15 sonde 2 qu'avec la sonde 1, et ne s'hybridant pas avec le melange C ont et6 
partiellemcnt sequences comme decrit dans la section 4 ci-apres. Un de ces 
clones, appele clone A dans la demande de brevet FR 90 14 961 et designe par 
clone NC28 dans la prcsente demande, a cte retenu. 

20 

SECnON 4 : Scquencage et analyse de la sequence de l'ADNc du clone 

NC28 : 

1) Scqucngage de l'ADNc du clone NC28 : 

25 

a) preparation de l'ADN simple brin 

Le clone NC28 conticnt 1c vectcur pSEl, lequel porte un ADNc entre les 
sites Apal et BamHI, appele par la suite ADNc NC28. 
30 Le vecteur pSEl, qui conticnt Torigine de replication du phage fl 

permet de produire de l'ADN simple brin par culture du clone NC28 en 
presence du bacteriophage M13K07 (Pharmacia- ref : 27-1524) de la manicre 
suivante : 

Le clone NC28 est cultive, dans un tube de 15 ml, sous agitation a 37 f C 
35 dans 2 ml de milieu 2 x YT de composition : bactotryptone 16 g/1, extrait de 
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levure 10 g/1 NaCl 5 g/I (ddcrit dans Sambrook et al, op cit£), complement^ 
avec 0,001 % de thiamine et 100/zg/ml d'ampicilline jusqu'i une densite 
optique a 660 nm d'environ 0,60. 

- 100 fd de cette culture sont infectes avec du bacteriophage M13K07 
5 (Pharmacia- r€f : 27-1524) a une multiplicity d ! infection de l'ordre de 10 dans 
un tube de 15 ml. La culture est mise k agiter & 37 # C 

- Au bout de 1 h, 2 ml de milieu sont ajoutes. La culture est alors mise a 
incuber pendant environ 16 h a 37*C sous agitation. 

- 1,5 ml de la culture est centrifuge, dans un microtube, a 15 000 g pendant 
10 2 min. 

- 1 ml de surnageant est transfcre dans un microtube et additipnne de 250 /A 
d ! unc solution de polyethylene glycol (de masse moleculaire 6000) 20 % 
contcnant 2,5M de NaCl. Le melange est incube pendant 5 min It 4*C pour 
fecilitcr la precipitation du phage puis centrifuge pendant 5 min a 15 000 g. Le 

15 surnageant est climinc et le culot phagique est remis en suspension dans 500 
de tampon de composition Tris-HQ lOmM pH8, EDTA ImM. 
-La suspension est extraite une fois au phenol sature avec du Tris-HCl 
lOOmM pH8, puis deux fois au chloroforme. 

- La preparation est ensuite precipitce par adjonction de 1/10 de volume d'une 
20 solution d ! acdtatc de sodium 3M pH4,8 et 2,5 volumes d'ethanoL La 

precipitation est rcaliscc a -20*C pendant un minimum de 20 min. UADN est 
ccntrifogc pendant 10 min a 15 000 g, le culot est lave avec une solution 
tf&hanol a 70% puis remis en suspension dans 30 fd de tampon de 
composition : Tris-HCl lOmM pH8, EDTA ImM. 

25 

b) sequcngagc 

Les reactions de sequcngagc sont rcalisccs a l'aidc du kit de sequengage 
United States Biochemical (rdf : 70770), qui utilise la methode de Sanger et al , 
30 Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 1977, 14, 5463-5467. Les amorces utilisces sont 
des oligonucleotides de 18 nucleotides, complcmcntaires soit au vecteur pSEl 
dans la region immediatcmcnt en 5 1 de TADNc NC28, soit a la sequence de 
l'ADNc NC28. 
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2) Analyse de la sequence de l'ADNc NC28 : 

La description ci-apres sera mieux comprise a l'aide des figures 2, 3 et 

4. 

5 La figure 2 represente la sequence nucleotidique de l'ADNc NC28 et en 

vis-a-vis la sequence d'acides amines deduite, les trois Met susceptibles 
d'initicr la traduction etant souligncs, le site de N-glycosylation etant souligne 
en pointilles et le site de clivage probable du peptide signal dtant indique par 
une fleche verticale. 

10 La figure 3 et la figure 4 representent respectivement Talignement 

d'apres I'homologie maximale selon la mcthode de Needleman et Wunsch, 
1970, J. Mol. Biol., 48, 443-453 de la sequence d'acides amines deduite de 
l'ADNc NC28 (ligne supcricure) ct de la sdquence d'acides amines deduite de 
l'ADNc de la cytokine MCP-1 (ligne infcricure) et l'aligncment selon cette 

15 mdthode de l'ADNc NC28 (ligne supcricure) et de FADNc de la cytokine 
MCP-1 (ligne inferieure). 

Analyse de la s6qucnce de l'ADNc NC28 

20 (1) L'ADNc NC28 comporte 804 nucleotides et se tcrmine par une sequence 
poly-A. 

(2) Ce nombre de nucleotides est cn accord avee la taille dc TARN messager 
correspondant (environ 0,8 kb), mcsurce par clcctrophorcse sur gel d'agarose 
1 % en presence de formaldehyde (Sambrook, op cite), suivie d'un transfert sur 
25 membrane de nylon (Hybond N+- Amcrsham) ct hybridation scion le protocole 
decrit ci-apres. 

Cette membrane est hybridec avee une sonde radiomarqude avec du 
32 P-dCTP (Amersham) fabriqude a partir dc l'ADNc NC28 par coupure 
partielle de ce dernier a l'aide de la DNAse I, suivie d'unc polymerisation k 

30 l'aide de l'enzyme ADN polymerase I (technique dite dc "nick-translation"), 
comme decrit par Sambrook ct al, op cite. L'hybridation se fait a 42*C pendant 
16 h en milieu aqucux contcnant 50 % dc formamide, 1M de NaCl, une 
solution de 5 x Dcnhardt ct 0,1 % de SDS. Les membranes sont lavees 
plusieurs fois a tempdrature ambiante avec une solution 2 x SSC contcnant 

35 0,1 % de SDS, puis lavees deux fois a 50'C pendant 15 min avec unc solution 
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0,1 x SSC contenant 0,1 % de SDS. La solution de 5 x Denhardt a la 
composition suivante: Ficoll (type 400 - Pharmacia) lg/1, 
polyvinylpyrrolidone 1 g/l et BSA 1 g/1. La solution 1 x SSC contient 0,15M de 
NaCl et 0,015M de citrate de sodium. 
5 (3) A la position 787-792 la sequence CATAAA, qui ressemble k la sequence 
consensus AATAAA d6crite par M. Bimstiel et al, 1985* Cell, 41, 349, est 
probablement un signal de polyad&iylation. A la position 534-554, une region 
riche en A et T : TTATTAATA 1 I I 1 AATTTAAT contient le motif consensus 
d'instabilitd ATTTA decrit par G. Shaw et al, 1986, Cell, 46, 659-667. La 
10 plupart des cytokines connues possfedent une telle region riche en A et T, qui 
contient ce motif consensus d'instabilite. 

(4) La sequence d'ADN comporte une phase de lecture ouverte pour la 
traduction d'une proteine a partir de FATG en position 41-43 jusqu'au TGA a la 
position 368-370 qui correspond a un codon d 'arret de la traduction. Dans cette 

15 phase de lecture il y a trois codons ATG aux positions 41-43, 53-55 et 71-73, 
susceptibles d ! initicr la traduction. Parmi ceux-ci, Tenvironnement 
nucltotidique de FATG aux positions 71-73 est celui qui se rapproche le plus 
de la sequence consensus decrite par Kozak M., 1978, Cell, 15, 1109-1123, 
pour 1'initiation de la traduction dans les cellules eucaryotes 

20 (5) Un logicicl dc recherche de peptide signal, appele par la suite logiciel PS, a 
etc dcvcloppe par la Demandcresse d'apres la m&hode et les informations 
decrites par Von Heijnc, 1986, Nucl. Ac. Res. 14, 483-490. Ce logiciel prevoit 
dans cette phase de lecture une region hydrophobe ressemblant a un peptide 
signal et un site probable de clivage proteique a la position 139-140 (entre Ala 

25 et Gin). Le peptide signal prevu est compris entre Fune des trois Met 
susceptibles d'initicr la traduction et ce site de clivage. La proteine mature 
(proteine traduitc clivce dc son peptide signal) comprend done 76 acides 
amines (cf. figure 2) 

(6) La sequence decides amines de la proteine deduite de l'ADNc NC28 et celle 
30 de l'ADNc NC28 ont etc comparees rcspectivement a la sequence de la proteine 
deduite de l'ADNc de la cytokine MCP-1, et a la sequence de l'ADNc de la 
cytokine MCP-1, a l'aide d'un logiciel approprie, a savoir le logiciel UWGCG 
de TUniversite du Wisconsin : Devereux et al., 1984, Nucl. Ac. Res., 12, 
8711-8721 - Option GAP : alignement optimal des sequences d'apres la 
35 mdthode de Needleman et Wunsch, 1970 J. Mol. Biol, 48, 443-453. Cette 
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comparaison a montre! environ 74 % d'idcntitd entre la sequence d'acides 
amines de la protdine d6duite de 1'ADNc NC28 et celle de la cytokine MCP-1 
(73 acides amines identiques sur les 99 acides amines) et environ 79% 
d'identite entre la partie de TADNc NC28 codant pour la proline deduite et 
5 l'ADNc de la cytokine MCP-1 (235 nucleotides identiques sur les 
297 nucleotides). 

Le site de clivage prddit par le logiciel PS, a la position 139-140 (entre 
Ala et Gin) correspond a celui constat^ experimentalement pour la cytokine 
MCP-1 par E. Robinson et al, 1989, Proc. Ntl. Acad. Sci. USA, 86, 
10 1850-1854. L'ATG en position 71-73 de l'ADNc NC28 correspond a 1'ATG 
initiateur de la traduction de la cytokine MCP-1 

L'homologic entre la sequence d'acides amines de la proteinc traduite de 
TADNc NC28 et ccllc de la cytokine MCP-1 indique que la proteine traduite de 
l'ADNc NC28 est unc proteinc sccrctcc, de type cytokine. 

15 

SECTIONS : Analyse de la secretion dans les cellules COS de la proteine 

codee par l'ADNc NC28 

20 Les cellules COS sont des cellules de reins dc singe exprimant I'antigene 

T du virus SV40 (Gluzman, Y. Cell 23, 1981, 175-182). Ces cellules, qui 
permcttent la replication des vectcurs contcnant I'originc de replication de 
TADN du virus SV40 (cas du vectcur pSEl), constituent des hotes de choix 
pour l'itude de Texprcssion de genes dans les cellules animates. 

25 

1) Transfcction des cellules COS ct expression transitoirc dc la proteinc codee 
par l'ADNc NC28 : 

5 x 10^ cellules COS sont enscmcncccs dans une boite dc Petri dc 6 cm 
30 de diamfctrc (Corning) dans 5 ml dc milieu modifid d'Eaglc scion Dulbccco ci- 

aprfcs appcle DMEM (le Dulbccco's Modified Eagle's medium dc Gibco 
rdf.041-01965), lcquel contient 0,6 g/1 glutaminc, 3,7 g/1 NaHCOg et est 

compldmente avee du scrum de veau foetal (Gibco) a raison de 5 %. Apres 
environ 16 h de culture a 37 # C dans une atmosphere contenant 5 % dc dioxyde 
35 de carbone, le milieu dc culture est enleve par aspiration et les cellules sont 
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lav&s avec 3 ml de tampon PBS (le Phosphate Buffered Saline de GIBCO). On 
y ajoute alors le melange suivant : 1000 /d de (DMEM + 10 % serum de veau 
foetal (Gibco)), 110 fA de di6thylamino-ethyl-dextrane de poids mol&ulaire 
moyen 500 000, 4 une concentration de 2mg/ml (Pharmacia), 1,1 fA de 
5 chloroquine lOOmM (Sigma) et 6 fig d'ADN plasmidique du clone NC28, 
prepare selon la technique de lyse alcaline suivie de la purification de FADN 
plasmidique sur un gradient de chlorure de cesium (Sambrook et al, op cite). 
Apres 5 h d ! incubation & 3TC dans une atmosphere contenant 5 % de dioxyde 
de carbone, le melange est retire des cellules. On y ajoute alors 2 ml de tampon 

10 PBS contenant 10 % de dimdthyl sulfoxyde (qualite Spectroscopic, Merck). 
Apres 1 min d'incubation a la temperature ambiante, le melange est retire et les 
cellules sont lavecs deux fois avec du PBS et sont incubees dans du milieu 
DMEM contenant 2 % de scrum de veau foetal . L'incubation est poursuivie 
pendant 40 h a 37 # C sous atmosphere contenant 5 % de dioxyde de carbone. 

15 D'autrc part, on a prepare des cellules COS tdmoins en effectuant les 

operations decritcs ci-dessus avec l'ADN du plasmide pSEl. 

2) Marquage des protcincs : 

20 L'cnscmble des operations decritcs ci-dessous est effectu6 avec les 

cellules COS transferees par TADN plasmidique du clone NC28 et les cellules 
COS temoins. 

Le milieu de culture est cnlcvc par aspiration et les cellules sont lavges 
deux fois avec 3 ml de tampon PBS. On ajoute 5 ml de milieu MEM (Minimal 
25 Eagle's Medium) sans methionine (Gibco - rcf.041-01900H), complete avec 
3 g/ml de glucose et 4 mM dc glutamine. On incube pendant 2 h a 37*C On 
enleve le milieu de culture et on rajoutc 2 ml de mcme milieu additionnd de 

200 fid de methionine (rcf. SJ1015 Amersham). On incube pendant 6 h a 
37*C. On pr61eve le milieu de culture, on 1c centrifuge pendant 5 min pour 
30 elimincr les debris cellulaircs ct les cellules en suspension, et on garde le 
surnageant. Les cellules adhercntes sont rincecs deux fois avec du tampon PBS, 
grattdes avec un grattoir en caoutchouc et centrifugces. 
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3) Analyse des proteines radiomarquees des cellules COS transfectdcs, par 
electrophor&se sur gel de polyacrylamide : 

On precipite 1 ml du surnageant des cellules COS transfectees et 9 ml 
5 d'acdtone a -20'C. On centrifuge et on rdcupere les culots de proteines. On les 
reprend dans un tampon de composition : Tris 0,125M pH 6,8, SDS 4 %, 
glycerol 20 %. Une partie aliquote de la suspension obtenue correspondant a 
une radioactivite de 200 000 cpm est analysee par electrophorese sur un gel de 
polyacrylamide 15 % en presence de SDS selon la technique ddcrite par U.K. 

10 Lacmmli, Anal. Biochem., 1977, 78, 459. Le gel est sdchd sous vide. Les 
protdines radiomarqudes sont rcvdlees par autoradiographic 

On constate sur l'autoradiogramme la presence de quatre bandes 
sumumdraircs pour les cellules transfectees par TADN plasmidique du clone 
NC28 par rapport aux cellules tcmoins : deux bandes dc forte intensity 

15 correspondant a des masses molcculaires apparentes de 9 + 2 et 16 + 2 kDa et 
deux bandes dc foible intensite correspondant k des masses moleculaires 
apparentes de 11+2 et 17 + 2 kDa (cette derniere bande est diffuse).La masse 
molcculaire pour la protcine mature de 76 acides amines est de 8956 kDa, done 
prochc de la masse molcculaire apparcnte correspondant a la premiere de ces 

20 bandes. 

Les diffcrcntcs bandes obscrvecs ou ccrtaines d'entre elles peuvent 
correspondrc a des degrcs dc glycosylation divers de la protcine de Tinvention. 
Cclle-ci prcsente en effct (cf. Fig. 2) un residu asparagine susceptible d ! etre 
N-glycosyle (soulignc cn pointillcs sur la figure 2 et correspondant a la 
25 sequence consensus decrite par DONNER et aL J. Cell. Biol. 1987, 105, 2665) 
et plusicurs rcsidus serine ct threonine susccptiblcs d'etre O-glycosyles. 

4) Mise en evidence dc la N-glycosylation probable des formes de masse 
molcculaire apparcnte 16 + 2 ct 17 + 2 kDa 

30 

Le marquagc des proteines est cffcctuc commc cn 2) ci-dessus mais cn 
presence de 10//g/ml de tunicanycinc (Sigma-rcf. T7765), agent inhibitcur de 
la N-glycosylation des proteines. 

L'analyse des proteines sur gel dc polyacrylamide est effectuee comme 

35 en 3). 
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On constate sur rautoradiogramme la pr&ence de deux bandes 
surnumeraires pour Ies cellules transferees par l'ADN plasmidique du clone 
NC28, par rapport aux cellules t&noins : une bande de forte intensity 
correspondant a une masse moleculaire apparente de 9 + 2 kDa et une bande de 
5 feible intensite correspondant a une masse moleculaire apparente de 11 +2 
kDa. Ces resultats montrent que les deux formes de la proteine recombinante 
observees en 3) correspondant a une masse moleculaire de 16 + 2 et 17 + 2 kDa 
sont N-gly cosy lees. 

10 

SECTION 6 : Purification de la proteine recombinante secrete par Ies cellules 

COS 

1) Production dc la proteine recombinante 

15 

4 x 10^ cellules COS sont ensemencees dans un flacon de culture 

cylindrique, denomme habitucllcmcnt "roller", de surface 850 cm dans 150 ml 
de milieu modifie d'Eagle scion Dubclcco ci-apres appele DMEM (le 
Dulbecco's Modified Eagle's medium de Gibco rdf: 041-01965), lcquel 
20 contient 0,6 g/1 glutamine, 3,7 g/1 NaHCOg et est complement^ avec du s6rum 

de veau foetal (Gibco) a raison de 5 % puis tamponne avec du dioxyde de 
carbone. Apres environ 16 h de culture a 37*C avec une vitesse de rotation 
d'environ 0,2 tr/min, le milieu de culture est cnlevc par aspiration et les cellules 
sont lavees avec du tampon PBS (le Phosphate Buffered Saline de Gibco). On y 

25 ajoute alors le melange suivant : 36 ml dc (DMEM + 10 % serum de veau 
foetal (Gibco), 4 ml dc dicthyl-aminocthyl-dcxtrane de poids moleculaire 
moyen 500 000, a une concentration de 2mg/ml (Pharmacia), 40 fA de 
chloroquine lOOmM (Sigma) et 128 fig d f ADN plasmidique du clone NC28, 
prepare selon la technique de lyse alcaline suivie dc la purification de l'ADN 

30 plasmidique sur un gradient dc chlorurc de cesium (Sambrook et al, op cite). 
Apres 5 h d'incubation a 37*C dans une atmosphere contenant 5 % de dioxyde 
de carbone, le melange est retire des cellules. On y ajoute alors 35 ml de 
tampon PBS contenant 7% de dimethyl sulfoxydc (qualite Spectroscopic, 
Merck). Apres 1 min et 30 s de rotation a la temperature ambiante, le melange 

35 est retire et les cellules sont lavees deux fois avec du PBS et sont incubdes 
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pendant 5 jours a 37*C en rotation dans du milieu DMEM sans rouge de 
phenol. On preleve le surnageant, de volume environ 130 ml. 

2) Isolement et purification de la proteine recombinante 

5 

La proteine recombinante a €t€ isolee ct purifiee a partir du surnageant 
obtcnu ci-dessus t avec les dtapes successives suivantes : 

- Chromatographic d'echange d'ions sur une colonne DEAE-Sepharose 
(Pharmacia) prcalablcmcnt equilibree avec une solution de Tris-HCI 50 mM 

10 pH 8,0. Dans ccs conditions opcratoircs, la proteine ne se fixe pas sur le gel. 

- Chromatographic d'affinite sur colonne d'heparine sepharose (Pharmacia) 
prcalablcmcnt cquilibree avec une solution de Tris-HQ 50 mM pH 8, avec 
commc cluant un gradient lineaire de NaCl de 0 a 1 M dans une solution de 
Tris-HCl 50 mM pH 8,0. 

15 - Dialyse des fractions contcnant la proteine recombinante, dont le degre de 
purctc, determine par analyse clcctrophoretique sur gel de polyacrylamide en 
presence de SDS, ct revelation au nitrate d'argent est superieur a 90 %, soit 
contre une solution de PBS pour Techantillon soumis au test de chimiotactisme 
decrit dans la section 11, soit contre une solution de tampon MOPS 20 mM 

20 pH 6,4 contcnant 0,1 M NaCl, appele solution 1, pour Tetape de 
chromatographic ci-aprcs. 

- Chromatographic d'echange cationique de ccs fractions sur une colonne 
Mono S HR 5/5 (Pharmacia), prealablemcnt cquilibree avec la solution 1, avec 
comme eluant un gradient lineaire de 0,1 a 0,4 M de NaCl dans la solution 1 

25 (pendant 60 min) ct une detection a 280 nm. 

La proteine recombinante se trouvc dans les fractions corrcspondant a 
deux pics, appclcs fraction 1 ct fraction 2, qui donncnt rcspcctivemcnt, par 
analyse Clcctrophoretique en presence dc SDS, pour Tun, une bandc majoritaire 
de masse molcculairc apparcntc de 9 + 2 kDa ct une bande minoritaire de 

30 masse molcculairc apparcntc de 11 + 2 kDa, pour 1'autrc, une bande majoritaire 
de masse molcculairc apparcntc dc 16 + 2 kDa ct unc scrie de bandes faiblcs de 
masses moleculaircs apparcntes comprise entrc (16 ct 18) + 2 kDa. 

L'analyse dc chacunc de ccs deux fractions par clcctrophorese sur gel de 
polyacrylamide en presence de SDS ct revelation au nitrate d'argent, ne fait pas 

35 apparaitre d'autres bandes que les formes de la proteine NC28 decrites ci- 
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dessus, ce qui montre que dans chacune dcs fractions la proline recombinante 
a un degr€ de purete d'au moins 95 %. 

3) Analyse de la sequence aminoterminale de chacune des fractions 1 et 2 

5 

Pour chacune des fractions 1 et 2, la sequence amino-terminale a 6te 
analysee a Faide d'un sequenceur Applied Biosystem modele 470A, couple k un 
analyscur de derives phcnylthiohydantoiques Applied Biosystem modele 120A. 
La proteine purifiee (200 pmoles controlees par analyse d'acides amines) a 6te 
10 deposee sur le sequenceur en presence de 20pmol de p-lactoglobuline, 
proteine temoin. 

Aucune sequence amino-tcrminale correspondant a la sequence d'acides 
aminds codce par FADNc NC28 n'a ete dctcctce (par contre la sequence 
amino-tcrminale de la proteine temoin a ete dctcctce, done lc sequenceur 
15 foncdonne). 

II y a done probablement un blocage amino-tcrminal de chacune des 
differentes formes de la proteine recombinants 

4) Etude de la glycosylation des differentes formes de la proteine NC28 

20 

Les fractions 1 et 2 ont etc soumiscs a des digestions a l'aide des 
3 enzymes, N-glycanase, neuraminidase et O-glycanasc (Gcnzymc), suivant le 
protocole decrit dans la fiche technique livrcc avee ccs enzymes. 

Les produits de ccs digestions enzymatiqucs ont etc analyses par 
25 elcctrophorese en presence de SDS suivant la technique de Lacmmli UK, 1977, 
Anal Biochcm., 78, 459. 
Les resultats sont les suivants : 

La bande majoritaire de masse molcculairc apparcntc dc9 + 2 kDa n'est 
pas modifide en presence de N-glycanase, ni de neuraminidase, ni de O- 
30 glycanase. 

La bande minoritaire de masse molcculaire apparente 11 + 2 kDa n'est 
pas modifiee par la N-glycanase, mais est modifiec par la neuraminidase en 
une bande de masse molcculaire apparente de 10+2 kDa, cette bande etant 
elle-meme modifiee par la O-glycanase en une bande se confondant avec la 
35 bande majoritaire de masse moldculaire apparente de 9 + 2 kDa. 
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La bandc majoritaire de masse moleculaire apparcnte 16+ 2kDa n'est 
pas modifiee par la neuraminidase, ni par la O-glycanase, mais aprfes action de 
la N-glycanase, clle se confond avee la bandc majoritaire de masse moleculaire 
apparcnte de 9 + 2 kDa. 

5 Les bandes de masses molcculaircs apparcntcs comprises entre (16 et 

18) + 2 kDa, disparaissent sous Taction de chacune des trois enzymes. 

Ces experiences montrcnt que la forme majoritaire de masse moleculaire 
apparcnte de 9 + 2 kDa est une forme de la protcine NC28 non glycosylee, la 
forme minoritairc dc masse molcculairc apparcnte 11+2 kDa est une forme O- 
10 glycosylee dc la protcine NC28 contcnant 1 ou plusicurs acides sialiques, la 
forme majoritaire dc masse molcculairc apparcnte 16 + 2 kDa est unc forme N- 
glycosylcc dc la protcine NC28. 

Lcs formes minoritaircs dc masses molcculaircs apparcntcs comprises 
entre 16 ct 18 kDa rcprcscntcnt probablcmcnt un melange complcxc dc formes 
15 N- ct O-glycosyldcs. 

La protcine NC28 est lc premier mcmbrc connu dc la famille des 
cytokines SIS humaincs, qui est N-glycosylc (A. Minty, 1991, Mcdccine 
Sciences, 7, 578). La cytokine MCP-1 cxistc dans unc forme O-glycosylce 
mais pas dans unc forme N-glycosylcc (Jiang ct al, 1990, J. Biol. Chcm., 30, 
20 18318). 

SECTION 7 : Construction d'un vecteur depression dc I'ADNc NC28 dans la 

levurc : le plasmide pEMR617 et transformation d'une souche 
25 de levure a 1'aide dc ce plasmide 

1) Construction du plasmide pEMR617 

Lc plasmide pEMR583 (decrit dans la demande dc brevet 
30 EP-435776) a etc soumis a unc digestion complete par lcs enzymes HindlH ct 
BamHI. Le grand fragment (appclc ci-aprcs fragment A) comprcnant rorigine 
de replication ct lc locus STB du 2 micron, lc gene LEU2d, le gene de 
resistance a 1'ampicilline, 1'originc dc pBR322, lc tcrminatcur du gene PGK, le 
gene URA3, lc promotcur artificiel ct lc debut dc la region prcpro de la 
35 phcromonc alpha a etc purific. 
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Le fragment Hindm - BamHI (nomm6 ci-aprfes fragment B) 
comprenant la fin de la region pr6pro de la phcromone alpha et i'ADNc codant 
pour la proteine mature, flanque du site de restriction BamHI en 3\ a ete 
obtenu par amplification par la technique PCR a partir du plasmide 
5 pSEl-NC28 . La sequence de ce fragment est precisee sur la figure 5. Les 
fragments A et B ont dte liguds de fegon a obtenir le plasmide pEMR617 

a) Description de la technique de la reaction polymerase en chaine 
(Polymerase chain reaction : PGR) 

La technique de la reaction de polymerase en chaine (PCR) est une 
methode bien connue de Thomme de Tart qui pcrmet de copier simultanement 
ies deux brins d ! une sequence d'ADN prealablement denature en utilisant deux 
oligonucleotides commc amorces (c£ notamment Pouvrage de H.A. Erlich : 
15 "PCR Technology: Principles and Applications for DNA amplification" 
public en 1989 par les editions Macmillan Publishers Ltd, Royaume-Uni et 
celui de M.A. Innis ct al. "PCR Protocols" public en 1990 par Academic Press 
Inc. San Diego, Califomie 92101, USA). Le principe de cette technique est 
resume ci-aprcs. 

20 La technique du PCR est basee sur la repetition de trois etapes, 

permettant d ! obtcnir, apres entre 10 ct 30 cycles, des ccntaincs de milliers de 
copies de la matrice originalc, a Paide d ! une ADN polymerase de Thcrmus 
aquaticus, habituellemcnt appelee polymerase Taq. Les trois etapes sont les 
suivantes : 

25 

- Dcnaturation de la matrice : 

L'ADN double brin est denature en ADN simple brin par incubation a 
haute temperature (de 92*C a 96 # Q pendant approximativement 2 min. 

30 

- Hybridation des amorces : 

Ces amorces sont une paire ^'oligonucleotides synthetiques qui 
s'hybrident avee les extremitcs de la region a amplifier. Les deux amorces 
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s'hybridcnt avcc les brins opposes. Lcs amorces sont ajoutccs cn execs, de 
fagon que la formation du complcxe amorcc-matricc soit favorisle. 

- Extension des amorces : 

5 

L'dtapc au cours dc laqucllc la polymerase Taq assure l'extension du 
complcxe amorcc-matricc dc 5* vers 3' est cffcctucc a 72*C. 

Dans la technique du PCR, 1c produit d'intcrct apparait au troisieme 
10 cycle ct il est alors amplific dc manicre significative. Au cours du dcroulement 
des cycles, 1c produit d'amplification devient rapidement la matrice avec 
laqucllc lcs amorces s'hybrident. 

b) Description des amorces utilisccs 

15 

Deux oligonucleotides synth6tiques ont etc prepares. 

Lc premier oligonucleotide, appclc amorce 1, dont la sequence est la 
suivantc : 

20 ATCGA AGC TTG GAT AAA AGA CAG CCA GTT GGG ATT AAT AC 

Scr Leu Asp Lys Arg Gin Pro VaJ Gly lie Asn 
Region 1 Region 2 

possede deux regions distinctcs : la region 1, qui contient la fin de la region 
25 prcpro dc la phcromonc a modificc par rapport a la sequence naturelle decrite 
par Kurjah ct al, Cell, 1982, 30, 933-943 par unc mutation silencieuse qui 
pcrmct d'introduirc un site HindHI juste avant la partie codante de la region 1 
(cinquicmc nucleotide dc la region 1), ct la region 2, qui est une region 
destince a s'hybridcr avcc la rdgion codante corrcspondant au debut de la 
30 protcinc mature dc 76 acides amines (cf. section 4), du brin non codant de la 
partie du plasmidc pSEl-NC28 qui portc FADNc NC28. 

Lc dcuxicmc oligonucleotide, appclc amorce 2, dont la sequence est 
la suivantc : 

CAGTGGATCC TCAAAGTTTTGGAGTTTGGG 
35 Region 1 Region 2 
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est egalemcnt constituc de deux regions distinctcs : la region 1 qui porte sur le 
cinquieme nucleotide un site BamHI, et la region 2, qui porte une sequence 
nuclcotidiquc corrcspondant aux dcrnicrs codons de la partic codante de 
5 l'ADNc-NC28 et au codon stop, avee une mutation destince a supprimer le 
site Hindlll (mutation silencicuse du codon AAG en AAA). Cette region est 
destinee a s'hybridcr avee le brin codant de la partic du plasmide pSEl-NC28 
qui porte TADNc NC28. 

10 c) Obtcntion du fragment amplific Hindlll - BamHI repr&entant la fin 

de la region prcpro de la phdromone a et 1'ADNc codant pour la 
protcine mature NC28. 

On utilise commc matricc le plasmide pSEl ^ NC28 qui porte TADNc 
15 codant pour la protcine NC28. 

Dans un tube on ajoute 100 ng du plamide pSEl - NC28, 100 ng de 

l'arnorcc 1, 100 ng de 1'amorcc 2, 5/d de melange reactionnel concentre 
lOfois (quantitc finale: 67mM Tris-HCl pH8,8, 16,6 mM (NH^SO^ 

1 mM p mcrcaptoethanol, 6,7 mM EDTA, 0,15 % Triton x 100, 2 mM MgCl2, 

20 0,2 mM de dNTP, 200 ng de gelatine) le volume du melange est ensuite porte 

a 50 ml en ajoutant de I'cau. 

On ajoute 0^/il, soft 2J5 unites de Polymerase Taq (Bochringer 

Manhcim rcf 1146 - 173). On couvrc alors le melange avee de la paraffine 

afin d'evitcr l'cvaporation de la solution aqucuse. 
25 L'amplification sc fait au cours de 15 cycles r<Sactionnels, dont les 

etapes d'un cycle sont les suivantcs : 

— 1 min a 94 # C -> denaturation 

- 1 min a 55*C -> hybridation 
30 - 1 min a 72 # C -> polymerisation 

Apres les 15 cycles, la reaction enzymatique est arretee par Taddition 

de 20 mM EDTA. 

Le fragment d'ADN ainsi amplific, qui prcscnte la taille attendue 
35 d'environ 250 pb, est ensuite isole et purifie sur gel ^agarose 1 %, soumis 
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pour dialyse a une chromatographic sur colonne de gel de polyacrylamide P10 
(Pharmacia), puis hydrolyse totalcmcnt ct simultanement par les enzymes 
Hindlll et BamHI selon les techniques habituelles bien connues de Thomme de 
Tart (Sambrook et al, op cite) afin de former les extremitds coh&ives Hindlll 
5 et BamHI. Aprfes hydrolyse le fragment est purifie sur colonne P10 . 

La sequence du fragment B obtenu est representee sur la figure 5. Elle 
comprend dans sa partie codant pour la proline NC28 une mutation 
silencieuse par rapport a l'ADNc NC28, indiquee par un asterisque sur la 
figure 5. 

10 Les fragments A et B ont 6t€ ligufis de mani&re & obtenir le plasmide 

pEMR617. 

2) Transformation de la souche de levure EMY761 par le plasmide pEMR617 
et expression de la proteine NC28 par la souche transformce 

15 

La souche EMY761 (Mat alpha, leu2, ura3, his3) dccrite dans le 
brevet EP-0408461 et pouvant etre obtenue par curage plasmidique de la 
souche deposee a la CNCM le 27 Decembre 1989 sous le n # 1-1021, contient 
des mutations flcu2 et ura3), susceptibles d'etre complcmcntces par le 

20 marqueur de selection defectif LEU2d ct le marqueur de selection URA3, 
presents dans le plasmide pEMR617. Elle a ete transformce par le plasmide 
pEMR617 avec selection pour la prototrophic de leucine scion une variante de 
la technique de transformation decrite par Beggs et al. (Beggs et al, 1978, 
Nature 275, 104-109) qui consiste a soumettre les levures a un traitement de 

25 protoplastisation en presence d'un stabilisant osmotique, le sorbitol en 
concentration 1 M. 

Le protocole pr&is de transformation est indiquc ci-apres : 

30 a) 200 ml du milieu YPG liquide (cf. tableau 1 ci-apres) sont inocules 

avec environ 5 x 10 6 cellules d ! une culture en phase stationnaire et la culture 
ainsi inoculee est placee pendant une nuit sous agitation h 30*C. 

b) Lorsque la culture atteint environ 10 7 cellules par ml, les cellules 
sont centrifugees a 4 000 tr/min pendant 5 min et le culot est lav6 avec une 

35 solution de sorbitol 1 M. 
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c) Les cellules sont miscs en suspension dans 5 ml de solution de 
sorbitol 1 M contenant 25 mM EDTA ct 50 mM de dithiothreitol ct incubees 
pendant 10 min a 30*C. 

d) Les cellules sont lavecs une fois avec 10 ml de solution de sorbitol 
5 1 M et mises en suspension dans 20 ml de solution de sorbitol. De la 

zymolase-lOOT (preparation, commcrcialisce par Scykagaku Kogyo Co. Ltd., 
obtenue par purification partielle sur une eolonne d'affinite du sumagcant de 
culture d 'Arthobacter luteus et contenant de la p- 1 ,3-glucanase- 
laminaripentahydrolase) est ajoutce a une concentration finale de 20 /zg/ml et 
10 on incube la suspension a temperature ambiante pendant environ 15 min. 

e) Les cellules sont remises en suspension dans 20 ml d'un milieu 
contenant du sorbitol appele milieu YPG sorbitol (cf. tableau I ci-apres) et 
incubees pendant 20 min a 30*C sous agitation douce. 

f) On centrifuge pendant 3 min a 2 500 tr/min. 

15 g)On rcmct en suspension les cellules dans 9 ml de tampon de 

transformation de composition : sorbitol 1 M, Tris-HCl pH 7,5 10 mM et 
CaCL, 10 mM). 

h) On ajoute 0,1 ml de cellules et 5 /d de solution d'ADN (environ 
5 mg) et on laissc la suspension obtenue pendant 10 a 15 min a temperature 

20 ambiante. 

i) On ajoute 1 ml de la solution : polyethylene glycol PEG 4000 20 %, 
Tris-HQ 10 mM pH 7,5 ct CaCl 2 10 mM. 

j) On verse 0,1 ml de la suspension obtenue en i) dans un tube 
contenant du milieu solide de regeneration sans leucine (cf. tableau I ci-apres) 
25 prcalablcmcnt fondu et maintcnu Iiquide a environ 45*C On verse la 
suspension sur une boite de Petri contenant une couche solidifiee de 15 ml de 
milieu de regeneration solide sans leucine. 

Les transformers commcnccnt a apparaitre au bout de trois jours. On a 
ainsi obtenu un transformc, appele souchc EMY761 pEMR617. 
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Tableau 1 

Composition et preparation des principaux milieux utilises dans le protocole 
de transformation de la souche de levure EMY761 

5 

- milieu YPG liguide 

10 g d'extrait de levure (Bacto- Yeast extract de Difco) 
20 g de peptone (Bacto-peptone de Difco) 
20 g de glucose 

10 

mclanger les ingrddients dans de l'eau distillce. Completer le volume final a 1 1 
avec de l'eau distillee - Autoclaver pendant 15 min a 120*C 

- milieu YPG sorbitol 

15 utiliser la formule du milieu YPG liquide auqucl on ajoute, apres autoclavage, 
du sorbitol a une concentration de 1 M 

- milieu solide de regeneration sans leucine 

6,7 g de base azotee de levure sans acidcs amines 
20 (Y east nitrogen base without Amino Acids de Difco) 

20 mg d'adenine 

20 mg d'uracile 

20 mg de L-tryptophane 

20 mg de L-histidine 
25 20 mg de L-arginine 

20 mg de L-mdthionine 

30 mg de L-tyrosine 

30 mg de L-isoleucine 

30 mg de L-lysine 
30 50 mg de ^phenylalanine 

100 mg de L-acide glutamique 

150 mg de L-valine 

20 g de glucose 

30 g d'agar 
35 182 g de sorbitol 
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mclangcr tous lcs ingredients dans l'cau distillce. Completer Ie volume final a 
1 1, avec de l'eau distillce. Autoclaver pendant 15 min & 120*C. Aprcs 
autoclavage, ajoutcr 200 mg de L-thrconinc ct 100 mg d'acide L-aspartique. 

5 

SECTION 8 : Expression en erlenmeyer de la proline NC28 par la souche de 

levure transformee et mise en evidence de la protdine dans le 
milieu de culture sur gel de polyacrylamide en presence de SDS 

10 1) Culture de la souche EMY761 pEMR617 

Une colonic de la souche EMY761 pEMR617 (obtcnue dans la 
section 7) a etc misc cn culture dans 50 ml de milieu Iiquide sans uracile. 
Ce milieu conticnt pour 1 litre : 

15 

- 6,7 g de base azotce de levure sans acides amines 
(Yeast nitrogen base without aminoacids de Difco). 

- 5,0 g d'hydrolysat de cascinc (casaminoacids de 
20 Difco) 

- 10 g de glucose 

Aprcs unc nuit a 30*C sous agitation, la culture a etc ccntrifugee 
pendant 10 min, le culot a etc rcpris dans 10 ml d'eau sterile et de nouveau 
25 ccntrifugee pendant 10 min* L'cxprcssion de la protcinc NC28 a cte induite en 
rcprenant lcs cellules dans 50 ml de milieu de composition suivante : 

- 6,7 g/I de base azotce de levure sans acides amines (Difco) 
30 _ 5,0 g/1 d'hydrolysat de cascinc (casaaminoacids de Difco) 

- 30,0 g/1 de glycerol 

- 30,0 g/1 de galactose 

35 
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- 10 ml/1 d'ethanol. 

La culture a dte replacee k 30*C sous agitation pendant 24 h. 
5 2) Analyse de la proteine exprimee 

a) gel de polyacrylamide en presence de SDS 
Preparation des echantillons 

10 

Une partie des cellules cultivecs pendant 1 nuit dans un milieu appeld 
milieu liquide sans uracile avec glucose dont la composition est precisee dans 
le tableau 2 ci-apres, a ete ccntrifugee : echantillon non induit. Les cellules 
eultivdes pendant 1 nuit dans un milieu, appeld milieu liquide sans uracile 
15 avec dthanol, glycerol ct galactose (tableau 2 ci-aprcs) ont dte ccntrifugees : 
Echantillon induit. Le surnagcant a dte rccueilli. A 10 ml de surnageant, 5 ml 
d'acide trichloroacetique a 50 % contenant 2 mg/ml de desoxycholate ont ete 
rajoutcs. 

Le melange a ete mis a la temperature de + 4*C pendant 30 min t puis 
20 centrifuge pendant 30 min. Le culot a ete repris dans environ 1 ml d'acetone 
froid (+ 4*Q ct de nouveau centrifuge pendant 30 min. Le culot, aprcs avoir 
dtc sdche, est repris dans environ 20 p\ d'un tampon denommd tampon de 
charge constitue de Tris-HCl 0,125 M pH6,8 SDS 4%, bleu de 
bromophenol 0,002%, glycerol 20%, p-mercaptodthanol 10% selon le 
25 protocole decrit par Laemmli (cite preeddemment). Le culot est solubilise par 
dbullition pendant 15 min puis neutralise jusqu'a ce que le bleu de 
bromophdnol vire au bleu. 

Les echantillons sont deposes sur un gel de polyacrylamide en 
prdsence de SDS et soumis a une dlcctrophorese 

30 . 

Resultats : 

Uanalyse du gel (revelation au bleu de Coomassie) montre pour Techantillon 
induit la prdsence de plusicurs bandes suppldmcntaires par rapport a 
35 Techantillon non induit, dont les deux principals correspondent a un masse 
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molcculairc apparent dc 9 + 2 (forme majoritairc) ct 11+ 2kDa. Lcs autrcs 
bandes supplcmcntaircs obscrvecs d ! une masse molcculairc apparentc 
supericurc a 16 + 2 kDa, qui sont assez nombreuses et diffuses, correspondent 
probablemcnt a un degrd variable de glycosylation. On observe egalcmcnt une 
5 bande de faiblc intensitc corrcspondant a une masse moleculaire apparcnte de 
8 kDa. 

On sait que la N-glycosylation d'une proteine par la levure fait 
intcrvenir une N-glycosylation simple ("core glycosylation") dans le 
reticulum endoplasmique ct une N-hypcrgiycosylation ("outer-chain 

10 glycosylation") dans l'apparcil dc Golgi (R.A. Hitzcman ct al, 1990, "Methods 
in Enzymology, n* 185", Academic Press, p. 421-440). En general la N- 
glycosylation simple conduit a une glyco-protcinc de poids moleculaire 
apparent homogene (unc bande) ct la N-hypcrglycosylation 4 une 
glycoprotcinc dc poids molcculairc apparent hctcrogcnc (pluralitc de bandes 

15 diffuses). On sait egalcmcnt que ccrtaincs protcincs pcuvent etre O- 
glycosylccs par la levure (J. Zucco ct al, 1986, Biochcmica ct Biophysica 
Acta, 884, 93-100). 

La N-glycosylation pcut etre mise cn ividence dc plusieurs manieres 
(P. Olcans ct al, 1991, Methods in Enzymology, 194, 682-697). Uune d'ellcs 

20 consistc a observer la diminution de la masse molcculairc apparcnte dc la 
proteine lorsqu'clle est traitce a Tcndoglycosydasc H (Endo-b-N- 
acctylglucosaminisidasc : E.C 32.1.96) qui coupe spccifiqucmcnt lcs chaines 
N-lices carbohydratccs. La O-glycosylation peut etre prdsumee lorsque la 
proteine est rcsistantc a Tcndoglycosydase H ct que sa masse moleculaire 

25 apparcnte diminue aprcs traitcmcnt a I'a-mannosidase (a-D-manoside 
mannohydrolase : EC. 3.2.1.24), comme decrit par Bicmans ct al, 1991, DNA 
and Cfcll Biology, 10, 191-200. 

b) Immunocmpreintc (Western blot) avec traitcment eventuel a 
30 Tcndoglycosidasc H 

Preparation des echantillons 

Une partie des cellules cultivces pendant une nuit cn milieu liquide 
35 sans uracile avec glucose (tableau 2) a etc ccntrifugce : echantillon non induit. 
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Les cellules cultivdes pendant une nuit en milieu liquide sans uracile avec 
ethanol, avec glycerol et galactose,(tableau 2) ont 6t6 centrifugees : 
echantillon induit. Le suinageant a ete recueilli. A 10 ml de surnageant, 5 ml 
d'acide trichloroacfitique k 50 % contenant 2 mg/ml de ddsoxycholate ont ete 
5 rajoutes. 

Le melange a ete mis a la temperature de + 4*C pendant 30 min, puis 
centrifuge pendant 30 min. Le culot a ete repris dans environ 1 ml d'acetone 
froid (+ 4*Q et de nouveau centrifuge pendant 30 min. Le culot est repris dans 
40 fi\ d'un tampon de solubilisation (de composition : Tris-HQ pH 6.8 
10 10 mM, 0 mercaptodthanol 2 %, SDS 1 %). Le culot est porte k 100*C pendant 
15 min. 

Uechantillon est ensuite partage en quatre parties 

- k la premiere partie de 10 /d, on ajoute 10 /d d'un tampon citrate de sodium 
15 50 mM pH5 et 5/d d'cndoglycosidase H (5mUI-Boehringer r6f. 1088726). 

Uechantillon est place a 37*C pendant environ 1 nuit. On ajoute ensuite 20 fi\ 
de tampon de charge ; 

- k la deuxi&me partie dc 10 /d, on ajoute 10 /il de tampon citrate de sodium 
50 mM pH 5 et 2,5 /d d'a-mannosidase (Sigma R6f. M7257). Uechantillon est 

20 place k 37*C pendant environ 1 nuit. On ajoute ensuite 20 fA de tampon de 
charge ; 

- a la troisicmc partie dc 10 /d, on ajoute 10 //I dc tampon citrate de sodium 
50 mM pH 5 et 5/d d'endoglycosidase H (Boehringer). Uechantillon est place 
a 37*C pendant environ lnuit. On ajoute ensuite 2,5 /d d^-mannosidase 

25 (Sigma). Uechantillon est place a 37*C pendant 1 nuit. On ajoute 20 /d de 
tampon de charge ; 

-a la quatrieme partie dc 10 /il, on ajoute 10 fi\ de tampon de charge. Les 
echantillons sont portcs k ebullition pendant 10 min. On depose les 
echantillons sur gel de polyacrylamide en presence de SDS et on effectue une 

30 electrophorese selon le protocole de Laemmli, Anal. Biochem., 1977, 78, 459. 

Les proteines contenues dans le gel sont ensuite transferees sur 
membrane de nitrocellulose (selon la technique de H. Towbin et al, 1979, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 4350-4354). Uimmunodetection, realisee 
selon le protocole decrit dans I'immuno-Blot Assay Kit de Bio-Rad (ref. 170- 

35 6450) implique les etapes suivantes : 
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- la saturation dc la membrane dc nitrocellulose avee un tampon TBS ("Tris 
Buffered Saline") qui conticnt 3 g/100 ml dc gelatine pendant 30 min ; 

- le ringage de la membrane avec un tampon denomme T. TBS (Tampon TBS 
qui conticnt 0,05 % de Tween 20), deux fois pendant 5 min ; 

5 -la misc en contact dc la membrane avec rimmunserum prepare dans la 
section 10, pendant 1 h a temperature ambiante ; 

- le ringagc dc la membrane avec le tampon T.TBS, deux fois pendant 5 min 
et une fois pendant 5 min avec le tampon TBS ; 

- le complcxe antigenc^anticorps est rcvcle par la mise en contact de la mem- 
10 branc avec un tampon de ddveloppcment contenant du chloro-4 naphtol-1 

dans du dicthylcnc ct du peroxyde d'hydrogene ; 

- le ringagc dc la membrane avec dc Fcau. 

Res ul tats : 

15 

L'analysc dc rimmunocmprcintc montre pour Techantillon induit non traite & 
Tcndoglycosidasc H la presence dc plusicurs bandes supplementaires par 
rapport a Tcchantillon non induit, dont les deux principals correspondent a 
unc masse molcculairc apparentc de 9 + 2 ctll + 2 kDa. Cfcs deux bandes sont 

20 rcconnucs par rimmunserum. Dcs bandes diffuses de poids moleculaire 
apparent supcricur a 16 + 2 kDa sont cgalcmcnt mises cn evidence. 

Dans l'cchantiilon induit les bandes diffuses corrcspondant au poids 
molcculairc supcricur a 16 + 2 kDa tendent a disparaitre apres traitcment a 
1'endoglycosidase H pour Iaisscr place a unc bandc de masse moleculaire 

25 apparcnte de 16 + 2 kDa pouvant corrcspondre au prccurseur ayant garde la 
sequence pro de la phcromonc. Dans cc mcmc cchantillon traite, on note que 
les deux bandes principalcs dc poids molcculaircs apparcnts de 9 + 2 et 11 + 
2 kDa sont toujours prescntcs. 

Dans Tcchantillon induit la bandc corrcspondant a un poids 

30 moleculaire apparent dc 11 + 2 kDa tend a disparaitre apres traitemcnt a Ta- 
mannosidase tandis que la bandc dc 9 + 2 kDa augmcnte en intensite dans les 
memes conditions. Ceci semble indiqucr que la proteine correspondant a une 
masse moleculaire apparcnte dc 1 1 + 2 kDa est O-glycosylee. 
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Tableau 2 

Composition et preparation de certains milieux 
utilises pour la preparation des echantillons : 

5 

- Milieu liquide sans uracile avec glucose : 

- 6>7 g dc base azotee de levure sans acides amines 

(Y east nitrogen base without amino acids de Difco) 

- 5,0 g d f hydrolysat de cascine (casaminoacids de Difco) 
10 - 10,0 g de glucose 

melanger tous les ingredients dans de l'eau distillee, et completer a 1 1 final 

avec de l'eau distillee. 

Autoclaver pendant 10 min a 120 # C 

15 

- Milieu liquide sans uracile avec ethanol, glycerol et galactose : 

utiiiscr la formule du milieu liquide sans uracile decrite ci-dessus mais sans 
glucose. Aprcs autoclavage ajouter 10 ml d ! 6thanol 100 %, 30 g de glycerol et 
30 g de galactose 

20 

SECTION 9 : Purification de la proteine NC28 produite dans la levure et 

determination de sa sequence aminoterminale 

25 1) PuriOcation de la forme majoritairc dc la proteine NC28 produite par levure 

La forme majoritairc de la proteine rccombinante de masse moleculaire 
apparente de 9 + 2 kDa (cf. section 8-2)-a)) a etc isolee et purifiee h partir du 
milieu de culture obtenu a Tissue de la section 8-1), a 1'aide d f un protocole 
30 comportant les etapes succcssivcs suivantes : 

- Chromatographie d'echange d'ions sur une colonne DEAE-Sepharose 
(Pharmacia prSalablement equilibree avec une solution de Tris-HCl 50 mM 
pH 8,0. Dans ces conditions operatoires, la proteine ne se fixe pas sur le gel. 

- Chromatographie d ! affinite sur colonne d'heparine sepharose (Pharmacia) 
35 prealablement equilibree avec une solution de Tris-HCl 50 mM pH 8, avec 
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comme dluant un gradient lineaire dc NaCI de 0 & 1 M dans une solution de 
Tris-HCJ 50 mM pH 8,0. 

- Dialyse des fractions contcnant la proteine rccombinante (ddterminees par 
analyse electrophordtique sur gel de polyacrylamide en presence de SDS) 
5 contre une solution de tampon PBS. 

2) Analyse de la protdine purifide 

a) Electrophorcsc sur gel de polyacrylamide cn presence de SDS 

L'analyse par electrophorcse sur gel dc polyacrylamide en presence de 
SDS et revelation au nitrate d'argent montre la presence d'une bande intense 
correspondant a une masse moleculaire apparente de 9+ 2 kDa et de deux 
bandes dc trcs faiblc intensite correspondant a des masses molcculaires 
apparcntes dc 8 + 2 et 11+2 kDa. La purcte de la protdine rccombinante 
correspondant a ccs trois bandes est supcrieure a 90 %. 

b) Determination dc la sequence aminoterminale : 



10 



15 



La sequence amino-tcrminalc est dctcrmince scion le principe de la 
degradation d'Edman (Kia-Ki Han ct al, 1977, Biochimie, 59, 557). Le premier 
acide amine amino-tcrminal est couple au phcnyl-isothiocyanate (PITQ, puis 
dive. Lc derive obtenu est convcrti cn un phcnylthioidantotne-acide amine 
stable, absorbant a 269 nm. Le produit dc chaquc cycle est analyse par HPLG 

On dctccte trois sequences amino term in ales ci-apres dans les 
proportions respectives 70 %, 20 % ct 10 % : 

. sequence 1 : Gin Pro Val Gly He Asn Thr 
. sequence 2 : Val Gly He Asn Thr 
30 . sequence 3 : Lys lie Pro Lys Gin 

La sequence 1 est la sequence aminoterminale attendue : celle de la' 
proteine mature de 76 acides amines (cf. figure 2) decrite dans la section 4, 
dont la sequence codante est introduce dans le vectcur pEMR617 decrit dans la 
35 section 7. 



20 



25 
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Les sequences 1 et 2 sont les sequences amino-terminalcs de la 
prot£ine mature de 76 acides amines respectivement cliv£e dans sa partie 
aminoterminale de 2 et 18 acides amines. 

5 

SEcnON 10 : Synthese de peptides et production d'immunsfrums 

1) Synthcse de peptides 

10 Plusieurs peptides ont ete synthctises, soit manuellement par la 

mdthode dite du "sachet de the" ("tea bags"), decrite par Houghten, 1985, Proc. 
Natl. Acad, Sci-USA, 82, 5131, soit par unc methode utilisant un synthetiseur 
Milligen. Dans la premiere mdthode, le support de synthese est enferme dans 
une enveloppe permeable et rdsistantc aux solvants ; ainsi, les (Stapes 

15 communes de synthcse (activations, lavages, etc..) pcuvent etre realisees 
simultanement pour un grand nombre de peptides. La deuxieme methode 
pennet de faire unc synthcse complctcmcnt automat isde. Dans les deux cas, la 
chimie de synthase est cclle utiliscc courammcnt pour la synthcse de peptides 
en phase solide (Mcrrificld et al, 1963, J. Am. Chcm Soc. 85, 2149-2154). 

20 Dans cette methode , le rcsidu carboxy-tcrminal du peptide a synthctiser est 
attache a un polymere insoluble, ensuite diffcrcnts acides amines sont ajoutes. 
La chaine polypeptidique augmcntc de taillc dans le sens amino-terminal. 
Apres la synthese, le peptide est scparc du support par Tacide fluorhydrique et 
rccupfire en solution. 

25 Par la premiere methode, on a synthctise les peptides corrcspondant 

aux acides amines 90-109, 94-109 ct 97-109 de la protcine traduite NC28 
(cf. figure 2), appclds respectivement peptides C20, peptide CI 6 et peptide 
C13* Le peptide corrcspondant aux acides amines 48-69 de la protcine traduite 
de FADNc NC28, appele peptide 48-69, a 6ti synthctise automatiquement. La 

30 totalite des peptides a ete purifice par HPLC, la determination de la 
composition en acides amines et le sequ engage du peptide ont ete effectu6s sur 
les produits purifies. 

L'analyse de la composition en acides amines est entiercment 
automatisee. L'analyseur decides amines (modele 420A, Applied Biosystems) 

35 effectue Thydrolyse, puis la derivation des acides amines liberes. La separation 
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dcs acidcs amines derives est rcaliscc par un systcmc HPLC Brownlce 130A 
connecte en ligne avee le systcmc 420A. 

La sequence amino-terminalc est detcrmindc scion lc principe de la 
degradation d'Edman. Le premier acidc amind amino-tcrminal est couple au 
5 phenyl-isocyanatc (PITC), puis clivc. Lc derive obtcnu est converti en un 
phcnylthioidantoinc-acidc amine stable, absorbant a 254 nM. Lc produit de 
chaquc cycle est analyse par HPLC. 

2) Preparation d'immunscrums 

10 

Afin de produire dcs immunscrums, lc peptide 48-69 est couple a tine 
proteine porteusc Fhcmocyaninc de Fisurclla (KLH) par son rcsidu cysteine 
carboxy-tcrminal avee le m-malcimidobcnzoyl-N-hydroxysuccinimide ester 
(MBS) commc agent couplant. 

15 Dcs lapins (New Zealand, males de 2 Kg environ) sont immunises avee 

le conjuge peptide 48-69/KLH (quantitc corrcspondant a 800 jug de peptide) 
(lapin N* 43) ou avee 50 fig de proteine NC28 (purificc a partir de levure - 
section 9) (lapin N* 44) toutes les deux scmaincs scion lc protocole decrit par 
Vaitukaitis, 1981, Methods in Enzymology, 73, 46. Pour la premiere injection, 

20 un volume de solution antigenique est cmulsific par un volume d'adjuvant 
complct de Frcund (Sigma-rdf. 4258). Lcs rappcls (3 pour le lapin N* 43 et 6 
pour lc lapin N*44) sont administrcs dans Tadjuvant incomplct de Freund 
(Sigma-rcf. 5506). 

Lcs immunscrums obtcnus sont capablcs de rcconnaitre la proteine 

25 NC28 produitc dans la levure ct dans lcs cellules COS par immunodetection 
aprcs clcctrophorcsc sur gel de polyacrylamidc en presence de SDS. 
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SECTION 11 ; Mise en evidence pour la proline NC28 et les peptides 

carboxyterminaux de cette derniere, d'une activite 
chimiotactique 

5 1) Methode utilisee 

a) Isolcmcnt dcs ncutrophilcs 



A partir du sang pcriphcrique on enlcve la plupart des hematies par 

10 sedimentation a 37*C pendant 30min dans une solution contenant 0,6% 

dcxtran T500 (Pharmacia -rcf : 17-0320-01) ct 0,09 % NaCl. Par la suite les 

cellules sont deposecs par dessus une cpuche de Ficoll-Paque (Pharmacia) et 

ccntrifugccs a 400 g pendant 30min. Les cellules mononucleates du sang 

pcriphcrique (PBMNC) sont prcsentcs a l'intcrface cntre le Ficoll et le 

15 surnagcant alors que les hematies rcsiduelles et les polynuclcaires 

(principalcmcnt des ncutrophilcs) sc trouvent dans le culot ccllulaire. Ce culot 
est rcmis en suspension dans une solution dc NH4CI 0,8 %, lOmM Hcpes et 

incube a 37 # C pendant 7 min pour fairc eclater les hematies. Les cellules 
residuellcs (principalcmcnt dcs ncutrophilcs) sont centrifuges et lav£es dans 
20 du tampon HBSS de Hanks Solution Saline equilibrcc(Gibco BRL-Ref. 041- 
04020 H), appelee ci-aprcs solution HBSS. 



b) Isolemcnt dcs monocytes 



25 Le principe d'isolement dcs monocytes a etc decrit par A. Boyum, 

1983, Scan. J. Immunol., 17, 429-436. II est resume ci-aprcs. La methode 
consiste & separer les monocytes du sang en utilisant un milieu de gradient iode, 
le Nycodenz (N,N ! -Bis (dihydroxypropyl-2,3), [N-(dihydroxy propyl-2,3) 
acetamido]-5-triodo-isophtalamide-2,4,6). Pour accentuer la difference de 

30 densite entre les monocytes et dcs lymphocytes, Tosmolarite de la solution est 
augmentee,donc les lymphocytes rejettent de 1'eau et devienncnt plus denses. 
On peut utiliser du milieu "NycoPrcp 1.068", qui conticnt du Nycodenz, du 
chlorure de sodium et de la tricine/NaOH a dcs concentrations optimales pour 
la separation des monocytes (Nycomcd Pharma AS, Norvege-ref. 223510). 

35 
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Le protocole utilise est le suivant : 

A partir du sang periphcrique on cnlcve la plupart des hematies par 
sedimentation a 37*C pendant 30 min dans unc solution contcnant 0,6 % de 
5 dcxtran et 0,09% NaCl. La phase supcricurc du plasma contcnant les 
monocytes, les lymphocytes ct les neutrophils est prdlevce. Pour scparcr les 
monocytes des autrcs cellules, des tubes sont prepares de la fagon suivante : 
6 ml de plasma sont deposes sur unc couchc de 3 ml de NycoPrep 1.068 
(Nycomed Pharma AS, Norvcgc, rcf. 223510) dans un tube de diamctre 13- 

10 14 mm. Apres centrifugation a 600 g pendant 15 min, on prelcve le plasma 
clarifie jusqu'a 3-4 mm au dcssiis de l'intcrphase ct on recucillc le reste du 
plasma et toute la solution de NycoPrep jusqu'a environ 1 cm au dessus du 
culot cellulaire, cc qui pcrmct de ne pas prclcvcr les lymphocytes. La 
suspension de monocytes rccucillie est complctcc jusqu'a un volume de 6-7 ml 

15 avec unc solution de composition : 0,9 % NaCl 0,13 % EDTA 1 % BSA, puis 
centrifugec pendant 7 min a 600 g. 

Les monocytes sont contamincs avec des plaqucttcs. Pour eliminer ces 
demiercs, on centrifuge puis on cnlcvc le surnagcant ct on remet en suspension 
avec la mcmc solution, cn repctant ces operations 3 fois. 

20 Les cellules sont remises cn suspension dans du milieu RPMI 1640 

(Gibco) contcnant dc Talbuminc scriquc bovine (BSA) 0,5 % 

c) Protocole de mise en evidence du chimiotactisme 

25 Le test utilise est celui decrit par W. Falk ct al, 1980, J. Imm. Meth., 

33, 239-247. Le protocole precis utilise est expose ci-aprcs : 

On utilise la chambre de Boydcn modifice pour mesure de 
chimiotactisme, commercialiscc par Ncuroprobe (rdf. AP48). On met les 
echantillons a tester dilues dans une solution HBSS pour les tests sur les 

30 neutrophiles, et le milieu RPMI contcnant 0,5 % BSA pour le test sur les 
monocytes, dans les puits de la plaque inferieure. On depose sur celle-ci un 
filtre de polycarbonate (taille des pores : 5 mm-Nuclcpore rcf. 155845) avec le 
cote brillant en bas. On depose la plaque supericurc sur le filtre. On met- les 
cellules (50 000 pour 50 fd tampon) dans les puits de la plaque supcrieure. On 

35 incube la chambre a 37*C dans une etuve humidifice ou dans une boite 
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contenant du coton mouille pendant 1 h pour le test sur les neutrophils, et 3 h 
pour le test sur les monocytes. On retire le filtre et on enleve les cellules qui 
sont sur le cote mat (cellules qui n'ont pas migrfi) en essuyant le filtre et en le 
raclant avec un grattoir en caoutchouc, ces deux demieres operations 6tant re- 
5 pities 1 fois. Les cellules qui ont migr£ sont colorees et fixees en utilisant le kit 
"Diff-quick" (Dade-r6f. 130832). Par observation microscopique, on compte le 
nornbre de cellules sur le cdte brillant du filtre (cellules qui ont migre*) 

d) Preparation des fichantillons 

10 

a) Echantillons de protcincs rccombinantcs : 

-proteine NC28 issue de cellules COS, purifice comme decrit dans la 
section 6. 

15 

- proteine NC28 issue de levurc, purifice comme d6crit dans la section 9 

- cytokine MCP-1, obtenue de la fagon suivantc : isolcment d ! un plasmide 
pSEl porteur de TADNc de la cytokine MCP-1 par criblage de la banque 

20 prcparce dans la section 2 a l'aidc d'un oligonucldotidc corrcspondant a une 
partie de TADNc de la cytokine MCP-1 dScrite par Yoshimura T. et al, 1989, 
Febs Lett., 244, 487-493, puis transfcction des cellules COS, culture des 
cellules COS transferees et purification de la cytokine MCP-1, comme decrit 
pour la proteine NC28. 

25 

- proteine IL-8 (Endogen -rfif : CY-09025) 

b) Echantillons de peptides : 

30 - peptide C13 ) prepares comme decrit dans 

- peptide CI 6 ) la section 10 

- peptide C20 ) 

- peptide formyl-Met-Leu-Phe, generalement appele fMLP 
(Sigma- ref. F 3506) 

35 
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2) Resultats 

a) chimiotactisme de la protcinc NC28 purifiee issue des cellules COS 
ct de la proteine NC28 purifiee issue de levure, sur les monocytes 

5 

Certains resultats obtenus sont illustres sur la figure 6a qui rcpr&ente 
le nombre de cellules par champ microscopique en fonction de la concentration 
exprimee en nM pour la protcinc NC28 purifiee issue de levure, la proteine 
NC28 purifiee issue de cellules COS, les peptides C13, C16, C20 et fMLP et 

10 sur la figure 6b qui rcprcsente le nombre de cellules par champ microscopique 
en fonction de la concentration exprimee en ng/ml pour la proteine NC28 
purifiee issue de levure ct la cytokine MCP-1 purifiee issue des cellules COS. 

On constate sur la figure 6a que la proteine NC28 purifiee issue de 
levure et la protcinc NC28 purifiee issue de cellules COS, presentent aprcs 3 h 

15 d'incubation une activite de chimiotactisme sur les monocytes ncttement 
sup&ieure k celle du fMLP, peptide connu commc possddant une activity de 
chimiotactisme sur les monocytes (Schiffinann E. ct al, J. Immunol 114, 1831). 
Les peptides carboxytcrminaux de la protcinc NC28 posscdent cgaicment cette 
activite. 

20 On constate sur la figure 6b que l'activitc dc chimiotactisme sur les 

monocytes de la protcinc NC28 est du mcmc ordrc de grandeur que celle de la 
proteine MCP-1, connuc pour ccttc activite (Rollins B. J. ct al, 1991, Blood, 
78, 1112) ct que ccttc activite est constatcc a des concentrations de 0,1 a 
10 ng/ml 

25 

b) Chimiotactisme de la protcinc NC28 purifiee issue dc levure sur les 
neutrophils 

Certains resultats obtenus sont illustres sur la figure 6c, qui rcprcsente 
30 le nombre de cellules par champ microcospique en fonction de la concentration 
exprimee en ng/ml, pour la proteine NC28 purifiee issue de levure, la cytokine 
IL-8 et le peptide fMLP. 

On constate que la proteine NC28 nc presente qu'une faible activite de 
chimiotactisme sur les neutrophils, (a des concentrations elevees superieures a 
35 100 ng/ml) contrairement a la cytokine IL-8 et au peptide fMLP, tous deux 
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connus pour posseder ccttc activitc (Yoshimura T. et al, 1987, Proc. Natl. Acad. 
Sci-USA, 84, 9233,1 et Schiffman E. et al, 1975, J. Immunol., 114, 1831). 

La proteine NC28 est done un chimioattractant puissant et sp£cifique 
des monocytes. 
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REVENDICATIONS 

Proteine presentant une activity de type cytokine, caracterisee en ce 
qu'elle comprend la sequence (al) suivante : 

Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Thr Pro Lys Leu 
1 5 10 

et immediatement en amont de la sequence (al), une partie de la 
sequence (a2) suivante : 

Gin Pro Val Gly lie Asn Thr Ser Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe He 

15 10 15 

Asn Lys Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr 

20 25 30 

Ser Ser His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu ne Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
50 55 60 

ou d'une sequence different de un ou plusieurs acides amines de la 
sequence (a2) et conferant a la proteine la racme activite. 
Proteine presentant une activite de type cytokine, caracterisee en ce 
qu'elle comprend la sequence (a2) : 

Gin Pro Val Gly He Asn Thr Ser Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe lie 

15 10 15 

Asn Lys Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glii Ser Tyr Arg Arg Thr Thr 

20 25 30 

Ser Ser His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp 

35 40 45 

Lys Glu He Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
50 55 60 
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et immediatement en aval de ladite sequence (a2) la sequence (al) : 

Met Lys His Leu Asp Lys Lys Thr Gin Thr Pro Lys Leu 
1 5 10 

5 

ou une sequence different de un ou plusieurs acides amines de ladite 
sequence (al) conferant a la proteine la mcme activite. 

3. Proteine selon la revendication 1, caract&ise en ce que la partie de la 
sequence (a2) immediatement en amont de la sequence (al), est choisie 

10 parmi les sequences suivantes : 

Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe et Gin Asp Phe 

4. Proteine scion la revendication 1, caractdriscc en ce que la partie de la 
!5 sequence (a2) ou d'une sequence different de un ou plusieurs acides 

amines de la sequence (a2) et conferant a la proteine la meme activite, 
immediatement en amont de la sequence (al) est choisie parmi la 
sequence (a2) et les sequences (a3) et (a4) suivantes : 

20 (a3) Val Gly lie Asn Thr Ser Thr Thr Cys Cys Tyr Arg Phe He Asn Lys 

15 10 15 

Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr Ser Ser 

20 25 30 

His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp Lys Glu 
25 35 40 45 

He Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
50 55 60 

(a4) Lys He Pro Lys Gin Arg Leu Glu Ser Tyr Arg Arg Thr Thr Ser Ser 
30 1 5 10 15 

His Cys Pro Arg Glu Ala Val He Phe Lys Thr Lys Leu Asp Lys Glu 

20 25 30 

He Cys Ala Asp Pro Thr Gin Lys Trp Val Gin Asp Phe 
35 40 45 

35 
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10 



ou parmi les sequences qui different de un ou plusicurs acides amines de 
la sequence (a3), (a4) ou (a2) et confdrent k la proteine la meme activite. 

5. Proteine selon la revendication 4, caractcrisee en ce que la partie de la 
sequence (a2) immediatemcnt en amont de la sequence (al), est la 
sequence (a2). 

6. Proteine selon la revendication 5 t caract&isee en ce quelle comporte un 
blocage aminotcrminal. 

7. Proteine selon Tune des revendications 5 et 6, caractcrisee en ce qu'elle a 
unc masse moleculaire apparcnte de 9 + 2 kDa. 

8. Proteine selon Tune des revendications 5 et 6, caractcrisee en ce qu ! elle a 
15 une masse moleculaire apparcnte de 11 + 2 kDa. 

9. Proteine selon Tune des revendications 5 et 6, caractcrisee en ce qu'elle a 
une masse moleculaire apparcnte de 16 + 2 kDa. 

20 10. Proteine selon la revendication 5, caractcrisee en ce qu'elle est O- 

glycosylee. 

11. Proteine selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle est N- 
giycosylee. 

25 

12. Proteine selon Tune des revendications 4 et 5, caracterisee en ce qu'elle a 
un degre de purete superieur a 90 %. 

13. Proteine selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle a un degre 
30 de purete superieur a 95 %. 

14. ADN recombinant caracterise, en cc qu'il code pour une proteine selon 
ftine des revendications 4 et 5 ou pour un prccurseur d'une proteine 
selon l'une des revendications 4 et 5. 

35 



V. 
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IS. ADN recombinant caractdrise cn cc qu'il code pour un precurseur d'une 
proteine selon Tune des revendications 4 et 5, qui comprend une 
sequence signal. 

5 16. ADN recombinant selon la revendication 15, caract£rise en ce que la 

sequence signal est une sequence choisie parmi les sequences (bl), (b2) 
et (b3) suivantcs : 

(bl) Met Lys Ala Ser Ala Ala Leu Leu Cys Leu Leu Leu Thr Ala Ala Ala 
10 1 5 10 15 

Phe Ser Pro Gin Gly Leu Ala 

20 

(b2) Met Pro Ser Pro Ser Asn Met Lys Ala Ser Ala Ala Leu Leu Cys Leu 
15 10 15 

15 Leu Leu Thr Ala Ala Ala Phe Ser Pro Gin Gly Leu Ala 

20 25 

(b3) Met Trp Lys Pro Met Pro Ser Pro Ser Asn Met Lys Ala Ser Ala Ala 
1 5 10 15 

20 Leu Leu Cys Leu Leu Leu Thr Ala Ala Ala Phe Ser Pro Gin Gly Leu 

20 25 30 

Ala 



17. ADN recombinant selon la revendication 16, caracterise en ce que la 
25 sequence nucleotidique codant pour la proline mature est la sequence 

(Na2) suivante : 

CAGCCAGTTG GGATTAATAC TTCAACTACC TGCTGCTACA 
GATTTATCAA TAAGAAAATC CCTAAGCAGA GGCTGGAGAG 
30 CTACAGAAGG ACCACCAGTA GCCACTGTCC CCGGGAAGCT 

GTAATCTTCA AGACCAAACT GGACAAGGAG ATCTGTGCTG 
ACCCCACACA GAAGTGGGTC CAGGACTTTA TGAAGCACCT 
GGACAAGAAA ACCCAAACTC CAAAGCTT 



35 
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18. ADN recombinant selpn la revendication 16, caracterisd en ce que les 
sequences nucleotidiques codant pour les sequences d'acides amines 
(bl), (b2) et (b3) sont choisics parmi les sequences (Nbl), (Nb2) et 
(Nb3) suivantes : 

5 

(Nbl) ATGAAAGCCT CTGCAGCACT TCTGTGTCTG CTGCTCACAG 
CAGCTGCTTT CAGCCCCCAG GGGCTTGCT 

(Nb2) ATGCCCTCAC CCTCCAACAT GAAAGCCTCT GCAGCACTTC 
10 TGTGTCTGCT GCTCACAGCA GCTGCTTTCA GCCCCCAGGG 

GCTTGCT 

(Nb3) ATGTGGAAGC CCATGCCCTC ACCCTCCAAC ATGAAAGCCT 
CTGCAGCACT TCTGTGTCTG CTGCTCACAG CAGCTGCTTT 
15 CAGCCCCCAG GGGCTTGCT 

19. Vcctcur depression, caractcris6 en ce qu'il contient, avec les moyens 
ncccssaircs a son expression, un ADN recombinant scion Tune des 
revendications 14 a 18. 

20 

20. Cellules animates, caractcrisccs en ce qu ! ellcs contiennent, avee les 
moyens ncccssaircs a son expression, un ADN recombinant scion Tune 
des revendications 14 a 18. 

25 21. Cellules animates selon la revcndication 20, caractcrisccs cn ce qu'elles 

contiennent un vcctcur d'exprcssion scion la revcndication 19. 

22. Cellules animates, selon Tune des revendications 20 et 21, caracterisees 
en ce qu'elles sont des cellules CHO. 



30 



23. Cellules animates, selon Tune des revendications 20 et 21, caract6risees 
en ce qu'elles sont des cellules COS. 
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Levure caractdrisee en ce qu'elle contient, avec Ics moyens nccessaircs a 
son expression, un ADN recombinant selon Tune dcs revcndications 14 
&18. 

Procdd£ de preparation d'une prot&ne selon Tune des revendications 1 a 
13, caracterise en ce qu'il comprend une etape de culture de cellules 
animates selon Tune des revendications 21 et 22, suivie de 1'isolement et 
de la purification de la proteine recombinante. 

Procede de preparation d'une proteine selon Tune des revendications 1 a 
13, caracterisee en ce qu'il comprend une etape de culture de levure 
selon la revendication 23 suivie de 1'isolement et de la purification de la 
proteine recombinante. 

Medicament caracterise en ce qu'il contient une proteine selon Tune des 
revendications 1 k 13. 
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FIG.Ia 

Plasmide pSZl 
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